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RESUM                                           Cultivo in vitro de Gentiana lutea, L.: Fases de enraizamiento y aclimatización 
 
 
S’estudien  les  fases de l’arrelament in vitro i aclimatització de Gentiana lutea L. 
 
En els assajos d’arrelament el medi de cultiu emprat va ser el  MS (Murasighe i Skoog, 
1962) addicionat amb auxines IBA (àcid indolbutíric) i NAA (àcid naftanelacètic) en 
diferents concentracions  (10, 20 i 40 µM en IBA i 5 i 10 µM en NAA). També es van 
diferenciar els microbrots per la seva grandària (gran, mitjà i petit) segons assaig. 
 
El material vegetal es va cultivar en una cambra d’incubació a una temperatura d’uns 
22ºC ± 2ºC i un fotoperíode de 16 hores de llum i 8 hores de foscor entre 4 i 7 setmanes 
segons assaig.   
 
En la fase d’aclimatització, els microbrots van ser trasplantats en safates alveolars amb 
diversos substrats  - S1: torba rossa (sphagnum) tamisada i perlita en proporció 2:1 
(v/v), S2: torba amb calç i S3: torba amb calç i terra natural de l’entorn de la genciana 
en proporció 3:1 (v/v) – i van romandre sota condicions de doble túnel en hivernacle o 
cambra d’incubació. 
 
Els resultats obtinguts indiquen que la presència d’IBA en els medis d’arrelament 
afavoreix la posterior aclimatització dels microbrots. 
 
La supervivència del material vegetal durant la fase d’aclimatització es elevada durant 
les primeres 5-6 setmanes. La millor combinació grandària microbrot-substrat, en 
relació a la supervivència, fou aquella que combinava mida gran i torba, no obstant, el 
millor percentatge de microbrots aclimatats (arrelats i vius) es va donar en el sustrat que 
contenia terra natural i amb una grandària dels microbrots petita. No obstant, els 
microbrots aclimatats en torba van presentar major número de fulles, més alçada final i 
millors pesos aeris, mentre que el substrat que contenia terra va permetre obtenir  millor 
nombre d’arrels. 
 
 
Paraules clau: Micropropagació, grandària brots, medi de cultiu, IBA, NAA. 
RESUMEN                                     Cultivo in vitro de Gentiana lutea, L.: Fases de enraizamiento y aclimatización 
 
Se estudiaron las fases de enraizamiento in vitro y aclimatización de Gentiana lutea, L. 
En los ensayos de enraizamiento el medio de cultivo empleado fue el MS (Murashige y 
Skoog, 1962) adicionado con auxinas IBA (ácido indolbutírico) y NAA (ácido 
naftanelacético) en diferentes concentraciones (10, 20 y 40 µM en IBA y 5 y 10 µM en 
NAA). También se diferenciaron los microbrotes por su tamaño (grande, mediano y 
pequeño) según ensayo. 
El material vegetal fue subcultivado en una cámara de incubación a una temperatura de 
unos 22ºC ± 2ºC y un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad entre 4 y 7 semanas 
según ensayo. 
En la fase de aclimatización, los microbrotes fueron trasplantados en bandejas 
alveolares con diferentes substratos - S1: turba rubia (sphagnum) tamizada y perlita en 
proporción 2:1 (v/v), S2: turba encalada y S3: turba encalada y tierra natural de 
genciana en proporción 3:1 (v/v) - y permanecieron bajo condiciones de doble túnel en 
invernadero o cámara de incubación.  
Los resultados obtenidos indican que la presencia de IBA en los medios de 
enraizamiento favorecieron la posterior aclimatización de los microbrotes. 
La supervivencia del material vegetal en la fase de aclimatización es elevada durante las 
primeras 5 – 6 semanas. La mejor combinación tamaño microbrote-substrato, en 
relación a la supervivencia, fue la que combinó tamaño grande y turba, no obstante, el 
mejor porcentaje de microbrotes aclimatados (enraizados y vivos) se obtuvo en el 
substrato que contenía tierra natural y con un tamaño de microbrotes pequeño. Sin 
embargo, los microbrotes aclimatados en turba presentaron un mayor número de hojas, 
más altura y mayores pesos aéreos, mientras que el substrato que contenía tierra 
permitió obtener mayor número de raíces. 
 
Palabras clave: Micropropagación, tamaño brotes, medio de cultivo, IBA, NAA. 
SUMMARY                                    Cultivo in vitro de Gentiana lutea, L.: Fases de enraizamiento y aclimatización 
 
 
In the present job, the stages of in vitro rooting and acclimatization of Gentiana lutea 
were studied. 
During the rooting testing process, the culture medium used was the one formulated by 
MS (Murashige and Skoog, 1962) with addition of auxins as IBA (indolebutyric acid) 
and NAA (naphthaleneacetic acid) at different concentrations (10, 20 and 40 µM in 
IBA; and 5 and 10 µM in NAA). The micro-shoots were distinguished by their size (big, 
medium and small) depending on the assay. 
The plant material was cultivated in an incubation chamber at a constant temperature of 
22° C ± 2°C and a photoperiod of 16 hours of light and 8 hours of darkness. The 
cultivation time was between 4 and 7 depending on assay. 
In acclimatization phase, the micro-shoots were transplanted into alveolus trays with 
different substrates - S1, peat moss (Sphagnum) and perlite in a 2:1 (v/v) proportion, S2, 
peat moss neutralized with calcium carbonate and S3, peat moss neutralized with 
calcium carbonate mixed with natural yellow gentian soil in a 3:1 (v/v) proportion -. 
They remained under double tunnel conditions in green house or in incubation chamber. 
The results showed that the presence of IBA in the rooting media simulates the 
following subsequent acclimatization of the micro-shoots. 
The surviving plant material in the acclimatization phase was high during the first 5-6 
weeks.  The best combination micro-shoot size - substrate, regarding survival, was the 
one that combined the larger size grow in peat moss, but the best survival percentage of 
acclimatized micro-shoots (rooted and alive) was obtained in the substrate containing 
natural soil and using small size of micro-shoots. Nevertheless, the micro-shoots 
acclimatized in peat moss presented a higher number of leaves, higher final height and 
better aerial weights, meanwhile, the substrate containing natural soil permitted to 
generate a larger number of roots. 
 
Key words: Micro-propagation, micro-shoots size, culture media, IBA, NAA.
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1 Características botánicas de la Genciana (Gentiana lutea) 
 
La genciana amarilla (Gentiana lutea L., Gencianáceas) es una planta perenne dotada 
de un rizoma grueso y poco profundo. Ramas florales, anuales, que pueden alcanzar 
hasta 1,5 m de altura. Hojas opuestas, grandes (hasta 30 x 15 cm), de color verde 
glauco, con limbo elíptico, margen entero y ápice agudo, y nerviación acródroma (5-7 
nervios desde la base) que sobresale por el envés. Las dos hojas de cada nudo están 
fusionadas por su base en una corta vaina. Las hojas inferiores, reunidas en una roseta, 
están atenuadas en un largo peciolo, mientras que las medianas y las superiores 
(brácteas) se van haciendo sésiles y de menor tamaño.  
 
Sus flores están reunidas en cimas condensadas en las axilas de las brácteas. Son 
pedunculadas, con cáliz papiráceo (seco y translúcido, como de papel) rasgado 
longitudinalmente por un lado, y corola amarilla (o anaranjada) de hasta 3 cm de 
diámetro, formada por 5 -7 pétalos fusionados solamente en la base. Estambres alternos 
con los lóbulos de la corola y fusionados con ésta, y ovario súpero que fructifica en 
cápsula con numerosas semillas aladas (Renobales y Sallés, 2001) (Figura 1). 
 
La época de floración es entre junio y agosto. En invierno tiene una parada en su 
desarrollo secándose y entrada la primavera vuelve a rebrotar. Gracias a los principios 
activos que se encuentran en sus raíces y rizomas, esta planta se encuentra dentro de las 
denominadas plantas aromáticas medicinales. 
 
Presenta una raíz pivotante, larga, de las que salen varias ramificaciones bien 
desarrolladas, puede ser el grosor del pulgar o de dos pulgadas (5,1 cm). Su color es 
amarillento ocráceo o parduzco. (Font Quer, 1985) (Figura 2). 
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1.2. La importancia de la genciana como materia activa en la industria 
farmacéutica y alimentaria 
 
Una de las características comerciales más importantes de la genciana es su uso en la 
industria farmacéutica y alimentaria, donde cada vez es más demandada, siendo el 
producto comercial más demandado las raíces secas y limpias, enteras o cortadas. 
 
En ambas industrias se utilizan las raíces y algunas veces también los rizomas de la 
planta (Agelet et al. 2002). Las raíces se cosechan de los prados naturales a finales de 
otoño, para su aplicación en la industria alimentaria y se secan para su uso posterior. 
Para su aplicación en la industria farmacéutica, se recomienda la recolección de las 
raíces a principios de primavera (Muñoz, 1987). Este autor también recomienda la 
recolección de las raíces a partir del quinto año para el uso en ambas industrias y según 
Chiereghin (2000) sólo se recogen las raíces desde el segundo año en adelante y antes 
de la floración. Para conseguir extraer una buena cantidad y diversidad de compuestos 
activos las raíces deben tener unos 5 – 7 años. Los principales principios activos son: 
genciobiosa, genciína, genciopicrina, geciomarina, ácidos fenólicos y polisacáridos. 
 
De entre todos estos metabolitos extraídos destacan la genciopicrina y la amarogencina 
(sustancias amargas) que son utilizadas en bebidas aperitivas tipo “eau de vie” o 
“bitter”. La amarogencina es la sustancia más amarga que se conoce (una dilución de 
FIGURA 1: Flor de Genciana lutea, L.                      
Fuente: Köhlers Medizinal-Pflanzen. 
FIGURA 2: Genciana y detalle de raíz. 
Fuente: La Enciclopedia Americana. 
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una parte en 50 millones, aún conserva sabor amargo). Las raíces también se utilizan en 
medicina natural en el tratamiento de trastornos alimentarios como la anorexia (Moré et 
al., 2005). 
 
1.3. La problemática de su recolección en su espacio natural 
 
La genciana es una especie muy difícil de cultivar y además tarda varios años en ser 
productiva, pues el desarrollo de su zona radicular es muy lento. Además la fluctuación 
de precios, la inexistencia de asesoramiento técnico sobre su cultivo y la inviabilidad 
económica son los principales inconvenientes que se presentan en relación a su 
producción comercial. 
 
Su escasa multiplicación comercial se efectúa por siembra poco antes de llegar los fríos, 
los cuales provocan la germinación de la semilla a la entrada de la siguiente estación 
templada. El trasplante al terreno definitivo se realiza al tercer año, situando las plantas 
a 50 cm entre sí. Otra forma de propagarlas sería por yemas radiculares. Durante el 
otoño y el invierno se recolectan secciones de raíz, con yemas, y se trasplantan al 
terreno definitivo. 
 
La recolección silvestre es la fuente más importante del producto comercial. La 
recolección indiscriminada y poco controlada de esta planta ha supuesto que en algunos 
lugares sea considerada como especie en peligro de extinción o especie de recolección 
regulada. Si el aprovechamiento se realiza de forma ordenada y con técnicas sostenibles, 
esta actividad puede revalorizar zonas forestales del Pirineo actualmente poco 
valoradas. 
 
En Catalunya la genciana es una especie de recolección regulada en todo el territorio 
(Ordre de 5 novembre de 1984 del DARP). Esto implica que en el Pirineo catalán es 
necesaria una autorización de la administración competente (DMAH “Departament de 
Medi Ambient i Habitatge”) para poder realizar su cosecha. A parte de esta licencia, se 
debe disponer del permiso del propietario de la finca, que por el tipo de prados donde 
crece esta planta, suele ser una entidad pública (ayuntamiento, comunal, etc.). En este 
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caso, el aprovechamiento sale a subasta y se deben pagar unas tasas al ayuntamiento por 
kg recolectado. 
 
En Francia no es necesario disponer de licencia de recolección ni tampoco comunicar la 
realización del aprovechamiento a la administración competente (ONF “Office National 
des Fôrets”). Estas distintas situaciones legales a ambos lados del Pirineo han 
propiciado que la recolección de genciana, que en Catalunya aún es una actividad 
vigente, se realice a menudo en el lado francés por ser más fácil y económico que en el 
lado catalán. No obstante, se requiere un contrato comercial con el ayuntamiento o 
propietarios del prado. En Francia la recolección de genciana en el Pirineo no es una 
actividad tradicional de sus habitantes. La zona francesa recolectora de genciana por 
excelencia es el Macizo Central. 
 
En ambos lados del Pirineo, no se puede recolectar genciana en el interior de Parques 
Nacionales y en Parques Naturales o Espacios de Interés Natural, para poder hacerlo se 
debe solicitar el permiso correspondiente al órgano gestor del espacio (Moré et al., 
2005). 
 
1.4. Reproducción in vitro de la Genciana 
  
No son muchos los estudios específicos realizados sobre el cultivo in vitro de Gentiana 
lutea L. Sin embargo, a causa de su alta demanda industrial, como ya se ha mencionado 
anteriormente, despierta cada vez más el interés de empresarios del sector y de diversos 
grupos de investigación. 
 
Como pionero de los primeros estudios realizados destacó el grupo de investigación de 
Lamproye et al. (1987). En sus ensayos multiplicaron dos especies Gentiana lutea y 
Gentiana pneumanthe. La fuente de explantación fueron semillas introducidas en un 
medio Murashige y Skoog (1962) con 100 mg/L de ácido giberélico aplicado después 
del autoclavado. Para la fase de multiplicación emplearon como explantes brotes 
terminales extraídos de plántulas alrededor de dos meses de edad. Éstos fueron 
sembrados en diferentes medios MS (Murashige y Skoog, 1962) en una relación 
hormonal combinada: citoquininas  (kinetina y BAP) con auxinas (NAA o IBA). 
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Ensayaron también la combinación de BAP (6-(Bencilamino)-9-(2- tetrahidropiranil)- 
9H-purina) a una dosis de 5 mg/L e IBA (ácido indolbutírico) en una concentración de 
0,1 mg/L. Consiguieron una micropropagación exitosa de G. pneumanthe. 
Contrariamente, el cultivo de G. lutea permitió obtener multiplicación inicial de yemas 
pero los microbrotes no se alargaron y posteriormente se observó su degeneración. La 
formulación de este medio les permitió una muy alta tasa de multiplicación (15 en tres 
semanas) en G.Lutea (Lamproye et al. 1987). No obstante los microbrotes quedaron 
arrosetados, sin alargar. Tras distintos ensayos para promover el alargamiento y el 
posterior enraizamiento de los microbrotes, los autores consiguieron solucionar estas 
dificultades incubándolos en un medio sin hormonas en condiciones de frío (4ºC) y 
oscuridad durante 2 meses. Tras este tratamiento los microbrotes alargaron y enraizaron 
sin dificultad.  
 
Viola y Franz (1989) publicaron un estudio sobre la multiplicación in vitro de Gentiana 
lutea utilizando con tres tipos de explantes: ápices meristemáticos, yemas axilares y 
yemas terminales. El medio inicial de siembra fue un MS (Murasighe y Skoog, 1962) 
adicionado con BAP.  En la fase de multiplicación, los microbrotes fueron cultivados en 
un medio MS (Murasighe y Skoog, 1962) complementado con diferentes citoquininas. 
Sus resultados concluyeron que la propagación in vitro era una vía efectiva para un 
rápido establecimiento de líneas deseables de especies para uso comercial. 
 
Skrzypczak et al. (1993) regeneraron varias especies de genciana y demostraron que el 
material procedente de in vitro producía y contenía glucósidos secoiroideos, siguiendo 
protocolos de cultivo in vitro similares a los descritos por los autores citados 
anteriormente. Este hecho es importante desde el punto de vista aplicado, dado que pone 
de manifiesto que las plantas micropropagadas mantendrán sus propiedades 
farmacológicas. 
 
Momčilović et al. (1997) ensayaron cuatro especies de genciana (G. lutea, G. cruciata, 
G. purpurea y G. accaulis). Una vez más, el material vegetal de partida eran semillas 
recolectadas. Encontraron que el mejor medio para la multiplicación de yemas en 
Gentiana Lutea, L., era utilizando un MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 
BAP e IAA. Formularon medios de enraizamiento con NAA (ácido naftalenacético) a 
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diferentes concentraciones (entre 0,64 y 10,7 µM). Como resultado observaron que al 
aumentar la concentración de NAA aumentaba el número de raíces en las cuatro 
especies y disminuía la longitud media de las raíces  en la concentración más alta (10,7 
µM). En cuanto a G. lutea se observó que promovía brotes más largos y que no se 
producían raíces si no había estimulación hormonal. 
 
Feijoo et al. (1998) trabajaron con ápices meristemáticos, brotes apicales, yemas de 
inflorescencia y yemas del rizoma. El medio base de iniciación del cultivo en los 
diferentes ensayos fue el MS aumentando al doble de la concentración de hierro y 
suplementado con diferentes niveles de reguladores de crecimiento: BA, GA3 (ácido 
giberélico), IAA, IBA. Para la fase de multiplicación el medio de cultivo fue un MS 
empleado en la puesta en cultivo, en esta fase las autoras ensayaron la citoquinina TDZ 
(Thiadazuron) a diferentes dosis: 0,45, 0,6 y 0,95 μM. 
 
Las yemas procedentes de los rizomas se caracterizaron por un alto grado de 
contaminación. En general se corroboró la importancia de la adición de hormonas de 
crecimiento en el medio de cultivo para la formación de nuevos brotes. En este punto 
cabe destacar el mejor resultado de la combinación de la auxina IAA (ácido 
indolacético) en una concentración de 0,45 o 0,6 μM y 0,9 μM de TDZ (Thiadazuron) 
como citoquinina. Como conclusión de este trabajo se indica que se obtienen mejores 
resultados con el material proveniente de plantas cultivadas en invernadero que con 
material procedente directamente del campo, debido al alto grado de incidencia de 
contaminaciones en este último. 
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1.5 El enraizamiento in vitro y la aclimatización de Gentiana lutea, L. 
 
Skoog et al. (1957) demostraron que la formación de yemas o de raíces in vitro 
dependía de las relaciones citoquininas/auxinas presentes en el medio; las relaciones 
superiores a 1 provocaban formación de yemas y brotes, mientras que si era inferior, 
inducía a la formación de raíces; es decir, las citoquininas tienen acción caulogénica 
(formación de yemas y brotes) mientras que las auxinas son rizogénicas (formación de 
raíces). 
 
Según Martínez y Cañameras (1988) el enraizamiento in vitro comprende tres estadios 
consecutivos: inducción, iniciación y alargamiento radicular. Por ello, la permanencia 
de los microbrotes en la cámara de cultivo será de 4 a 5 semanas para asegurar la 
inducción y en algún caso la iniciación “in vitro”. Como veremos más adelante en  
algunos ensayos de otros autores estudian también el alargamiento radicular. 
 
Aunque la mayoría de la literatura todavía incide en el enraizamiento in vitro de la 
genciana hay cierto interés en las operaciones comerciales, de enraizamiento in vivo (ex 
vitro, extra vitrum). El enraizamiento in vivo tiene algunas ventajas puesto que es una 
operación intensiva en mano de obra en la sólo se manejan brotes; las raíces producidas 
in vitro pueden ser no funcionales, puedan ser dañadas durante la plantación, tienen más 
posibilidades de que se produzca alguna enfermedad y es más fácil y más barato crear 
buenas condiciones de enraizamiento in vivo que in vitro (Debergh y  Zimmerman 
1991). 
 
Železnik et al. (2002) publicaron un trabajo sobre la micropropagación y aclimatización 
de la genciana amarilla (Gentiana lutea, L.). El enraizamiento de los brotes 
multiplicados en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) con 2 mg/L de NAA fue del 
52% y el proceso se alargó durante siete semanas. El enraizamiento observado fue 
inferior al experimentado por el enraizamiento de Momčilović et al. (1997), donde el 
64% de los brotes de raíz de la misma concentración de NAA. Viola y Franz (1989) 
utilizaron un medio MS con NAA (0,3 – 0,5 mg/L) e indujo a un nivel alto de 
enraizamiento (40 – 80%). Durante la fase de aclimatización, Železnik et al. (2002), 
estudiaron los efectos de la micorrización en Gentiana lutea, L. y se observó una clara 
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diferencia en el tamaño de la roseta foliar entre gencianas infectadas y no infectadas, 
pero no se observaron ningún efecto concluyente en la supervivencia de gencianas. 
 
Según Debergh et al. (1985) el éxito de la aclimatación depende del acondicionamiento 
previo en las fases anteriores y del control de las condiciones ambientales durante la 
aclimatización. Los microbrotes puestos a enraizar son muy sensibles a los cambios 
ambientales de manera que el éxito o el fracaso de todo el proceso dependen de la 
aclimatización. En esta etapa las plantas sufrirán cambios de diferente tipo que 
permitirán la adaptación de las mismas a vivir en condiciones naturales. Los 
microbrotes enraizados in vitro están poco adaptados a crecer en un invernáculo ya que 
este material ha enraizado y crecido en ambientes con una humedad relativa muy 
elevada y generalmente tienen estomas que no son completamente funcionales. Al 
descender de esta forma la humedad relativa son demasiado lentos para evitar la 
desecación del microbrote. Por otra parte, crecer en ambientes tan húmedos también 
suele implicar la falta de una cutícula con cera bien desarrollada, que representa la 
barrera física para evitar la pérdida de agua a lo largo de toda la superficie de la planta. 
 
Los microbrotes enraizados, deben ser aclimatados a las condiciones de humedad del 
invernadero disminuyendo progresivamente la humedad relativa e incrementando 
progresivamente la intensidad de luz. 
 
La fase de aclimatización in vivo, tras multiplicación in vitro de las plántulas, constituye 
una de las fases menos exploradas. Actualmente en esta fase se producen obstáculos a la 
industrialización de un gran número de especies vegetales. La adquisición de la 
autotrofia y de la capacidad para evapotranspirar eficazmente corresponde a una fase de 
latencia que puede llevar a grandes problemas de continuidad. 
 
La calidad del enraizamiento obtenido in vitro sobre medio gelificado es también 
frecuentemente puesto en duda. En la mayoría de los casos, las jóvenes raíces que se 
formaron en los tubos de ensayo no son funcionales, y puesto en contacto con el 
sustrato de cultivo, se secan y mueren. La formación de nuevas raíces alimentará a la 
planta. Por eso, durante esta fase, hay que evitar que se sequen colocando las plantas en 
un ambiente con una humedad relativa alta de una a tres semanas vigilando el posible 
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desarrollo de enfermedades. A partir de aquí las plantas recibirán un tratamiento similar 
a las que provendrían de una multiplicación tradicional. 
 
La elección de un sustrato con buenas características físicas, es clave para el éxito de 
esta etapa. Para el trasplante, se debe elegir un sustrato suelto, poroso, con mezcla de 
turbas y materiales estériles, para permitir un desarrollo y un crecimiento de raíces 
rápido. 
 
Augé et al., (1989) describen otro procedimiento para el éxito de la aclimatación 
referido a la creación de simbiosis con microorganismos seleccionados, la cual permite 
crear artificialmente una rizosfera favorable. El proceso se realiza a partir de la 
clonación de bacterias y hongos asociados. La utilización de sustratos inertes debe 
perfeccionar la aplicación de la simbiosis impedida o por lo menos al principio. Las 
micorrizas (asociaciones simbióticas planta-hongo) deberán tener un completo éxito 
entre los hongos ecto o endomicorrícicos multiplicados vegetativamente y los vegetales. 
De la aclimatización de la genciana directa o indirecta y su posible asociación con 
hongos es algo de lo que trataremos más adelante y de los métodos utilizados en los 
diferentes ensayos. 
 
Scartezzini y Fusani (2002) realizan un estudio sobre la multiplicación in vitro de la 
Gentiana lutea, L. Los mejores resultados obtenidos (71,5%) en cuanto a enraizamiento 
in vitro corresponden a un medio  de cultivo MS al 50% (a excepción del hierro) y 
adicionado por: 2 mg/L de IBA (Ácido indolbutírico), 1,5 mg/L de IAA (Ácido 
indolacético o Indol-3-ácido acético) y 0,1 mg/L de GA3 (Ácido giberélico) y utilizando 
una técnica de preparación que consiste en la eliminación completa del callo y 
extirpación de las hojas basales. 
 
Durante la propagación y el enraizamiento el material fue estabilizado en cámara 
climática a una temperatura constante de 24ºC, con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 
8 de oscuridad y con una intensidad luminosa artificial de 3000 lux. 
 
Los mismos autores también estudiaron su paso a ex vitro, donde obtuvieron una 
aclimatización del 50%, utilizando un sustrato con un contenido en arena > 45% y 
regando hasta inundar el sustrato con 2 g/L de Fongarid 25 WP (fungicida) el día antes 
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del trasplante. Dichos microbrotes estuvieron en contenedores de plástico, cubiertos por 
bolsas de polietileno y en cámara climática de 3 a 4 días. Con la finalidad de endurecer 
las plántulas se empleó una técnica que consistió en levantar las bolsas y destapar los 
contenedores durante un tiempo controlado. 
 
El trabajo de Gruber (2009) concluyó que el tratamiento de desinfección del material 
vegetal con una disolución de hipoclorito de sodio con una concentración del 2% de 
cloro activo y 30 minutos de exposición mostró un mejor comportamiento respecto a la 
viabilidad de los microbrotes en la fase de iniciación y que el medio de cultivo de la 
fase de iniciación propuesto es el formulado por Murashige y Skoog (1962) 
complementado con 5μM BAP y 8 g/L de Difco-agar, con ligeras modificaciones en los 
macro y micronutrientes y vitaminas. En cuanto a la  fase de multiplicación recomienda 
utilizar el mismo empleado para la fase de iniciación solidificado con 11 g/L de agar 
(Difco-bacto) y complementado con 20 μM de BAP. 
 
El objetivo principal en la fase de aclimatización es conseguir una elevada 
supervivencia, la adquisición de resistencia a las condiciones ambientales ex vitro y la 
recuperación de todas las actividades fisiológicas (Martínez y Cañameras, 1988). 
 
A partir de las experiencias obtenidas por los autores en sus diferentes trabajos sobre la 
micropropagación de la Gentiana lutea, L. y en especial aquellos que hablan sobre el 
enraizamiento y aclimatización de dicha especie sirvieron como referencia para los 
ensayos realizados en este trabajo. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
El objetivo general de este Trabajo Final de Carrera es establecer un protocolo de 
enraizamiento y aclimatización de microbotes de Gentiana lutea, L. 
 
Para la consecución de este objetivo general se formularon los siguientes objetivos 
específicos: 
 
 Formular y ensayar distintos medios de enraizamiento in vitro como fase previa 
a la aclimatización ex vitro. 
 
 Estudiar los efectos del tamaño del microbrote y de la adición de auxinas en la 
fase de enraizamiento in vitro y en su posterior aclimatización, analizando la 
evolución de la supervivencia y crecimiento final del material vegetal. 
 
 Estudiar la viabilidad de  la aclimatización directa de microbrotes procedentes 
de fase de multiplicación con tratamiento auxínico basal, utilizando distintos 
sustratos de aclimatización.  
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
3.1 Material vegetal 
 
El material vegetal utilizado en los ensayos realizados en este trabajo fueron 
microbrotes de Gentiana lutea, L. obtenidos in vitro durante la fase de multiplicación 
(fase II). Dichos microbrotes fueron obtenidos a partir de sembrar in vitro yemas 
rizomáticas procedentes de rizomas recolectados en el Pirineo francés  e introducidas en 
septiembre de 2007 (Gruber, 2009). 
 
3.2 Medio de cultivo base 
 
El medio base (M0) utilizado estuvo formulado con las sales minerales propuestas por 
Murashige y Skoog (1962) adicionado de vitaminas, aminoácidos, azucares y agar-agar 
de la marca Difco bacto agar de Merck (Tabla 1). 
 
TABLA 1. Medio de cultivo base (M0) 
 
Sal mineral Peso (mg/l) 
NH4NO3 1650 
KNO3 1900 
HBO3 6,2 
Kl 0,83 
Na2MoO4  2H2O 0,25 
CoCl2  6H2O 0,025 
KH2PO4 170 
CaCl2  2H2O 440 
MgSO4  7H2O 370 
ZnSO4  7H2O 8,6 
MnSO4  4H2O 22,3 
CuSO4  5H2O 0,025 
FeSO4  7H2O 27,8 
Na2 EDTA 37,3 
TIAMINA Vit.B1 0,5 
PIRIDOXINA 
Vit.B6 
0,5 
Ácido nicotínico 0,5 
Glicocola 2 
Mio-inositol 100 
Sacarosa 30.000 
Agar – agar 11.000 
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Dependiendo de la fase y objetivos, en todos los ensayos se utilizaron BAP (6-
bencilaminopurina) un regulador de crecimiento perteneciente a las citoquininas y dos 
reguladores de enraizamiento: IBA (ácido indolbutírico) y NAA (ácido naftanelacético). 
 
Como agente gelificante del medio se utilizó Difco bacto agar (Merck). El pH de los 
medios fue ajustado, previamente a la incorporación del agar, a 5,75 ± 0,05, con un pH-
metro Crisol-501. La distribución del medio con el agar incorporado en los 
correspondientes tubos de ensayo o frascos de vidrio se realizó cuando la temperatura 
del mismo era alrededor de los 91ºC; de esta manera se aseguraba un reparto 
homogéneo del agar en el medio de cultivo. En caso de verter el medio en tubos de 
ensayo, éstos se dejaron enfriar inclinando las gradillas con una pendiente aproximada 
de 45º. Los tubos de cultivo utilizados (150 x 21mm) eran de Pyrex con sus 
correspondientes tapones (Sero-Taps). La cantidad de medio por tubo fue de 16 ml y en 
el caso de frascos fue de 100 ml. 
 
La esterilización de los medios de cultivo para todos los ensayos fue mediante 
autoclavado (Selecta Autester 437-G), con una sobrepresión de vapor de agua de 1 
Kg/cm
2
 durante 20 minutos. 
 
3.3  Manipulación de microbrotes en la cámara de flujo laminar 
 
 
3.3.1 Esterilización del instrumental necesario para manipulación de los 
microbrotes 
 
 
Para manipular el material vegetal se utilizaron pinzas, bisturís y papel de filtro 
esterilizados. Este material se envolvió adecuadamente con papel de filtro protegido con 
una capa de papel de aluminio y se sometió a autoclavado (Selecta Autester 437-G), con 
una sobrepresión de vapor de agua de 1 Kg/cm2 durante 20 minutos. 
 
3. MATERIAL Y MÉTODOS        Cultivo in vitro de Gentiana lutea, L.: Fases de enraizamiento y aclimatización 
28 
 
 
 
3.3.2 Manipulación de Gentiana lutea en la cámara de flujo laminar 
 
 
Para asegurar el mantenimiento de las condiciones asépticas en la cámara de flujo 
laminar nos lavamos las manos y brazos con agua y jabón y nos rociamos con alcohol 
70º. Ésta última operación la repetimos de manera sistemática durante toda la 
manipulación. El material (pinzas y bisturíes) que estuvo en contacto directo con los 
microbrotes fueron sometidos a altas temperaturas (850ºC)  mediante incineradores 
eléctricos de bacterias (RAY-BAT850). Rociamos también los frascos o gradillas de 
tubos de ensayo que introducimos en la cámara con alcohol 70º. 
 
La manipulación del material vegetal se realizó con pinzas y bisturíes en láminas de 
papel esterilizado. Posteriormente los microbrotes se introdujeron en el recipiente, ya 
sean tubos de ensayo como frascos de vidrio (Figuras 3 y 4), en contacto con el medio 
de cultivo seleccionado. 
 
 
 
          
 FIGURA 3: Cultivo in vitro en frascos de vidrio           FIGURA 4: Cultivo in vitro en tubos de ensayo 
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3.4 Obtención del material vegetal necesario para iniciar los ensayos  
 
 
Para poder realizar los ensayos establecidos se dispuso de una gran cantidad de 
microbrotes que constituyeron el stock del material vegetal. Para ello se procedió a 
subcultivar microbrotes de Gentiana lutea, L. en el medio base (Tabla 1) enriquecido 
con 20 µM de BAP. El tiempo de subcultivo se estableció entre 4 y 6 semanas. 
 
La técnica utilizada a la hora de repicar fue la separación de los microbrotes mediante 
un corte limpio entre los tallos y la eliminación de hojas basales secas existentes. En 
todos los ensayos, el material vegetal utilizado procedía de microbrotes aparentemente 
sanos. 
 
3.5 Condiciones en cámara de incubación 
 
 
El material vegetal correspondiente a las fases de multiplicación y enraizamiento 
permanecieron en la cámara de incubación de l’Escola Superior d’Agricultura de 
Barcelona. 
 
La cámara está provista de un termostato que controla la temperatura a unos 22ºC ± 2ºC 
y fluorescentes Grolux de 58 W de marca Silvana bajo las estanterías que 
proporcionaron la luz necesaria y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. 
 
Sobre las estanterías se colocaron los frascos o las gradillas con capacidad para 48 
tubos, aunque se introdujeron 24 y de forma alterna para homogeneizar la luz entre 
ellos. La separación entre la base de los tubos y/o frascos y los fluorescentes fue de 23,5 
cm. 
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3.6. Condiciones en invernadero 
 
 
El material vegetal se aclimató bajo condiciones de doble túnel dentro de invernadero. 
Se preparó una mesa con una manta fina de unos 8 mm de espesor ocupándola por 
completo, la cual, mantuvo húmedo el substrato y el ambiente. Sobre la manta se 
situaron tres microtúneles de 58 × 100 cm y 40 cm de altura dentro de un túnel de 110 × 
290 cm y 100 cm de altura (Figura 5). 
 
El plástico transparente del túnel y microtúneles tenía un espesor de 400 galgas y las 
instalaciones estuvieron provistas de riego automático con agua destilada, calefacción y 
malla de sombreado.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 5. Material vegetal bajo condiciones de doble túnel en invernadero. 
 
 
 
En todo momento se registró la temperatura y humedad mediante un termohigrógrafo 
dentro de los microtúneles. 
 
3. MATERIAL Y MÉTODOS        Cultivo in vitro de Gentiana lutea, L.: Fases de enraizamiento y aclimatización 
31 
 
 
3.7. Definición y descripción de los ensayos 
 
 
Para determinar el mejor método de enraizamiento y aclimatación, se realizaron 
diferentes ensayos (E1, E2, E3, E4 y E5). En cada ensayo se consideraron distintas 
etapas, diferentes concentraciones de auxinas (IBA y NAA) (Tabla 2) en la fase de 
enraizamiento y distintos substratos de cultivo formulados a base de turba, perlita y 
tierra natural del hábitat de la Gentiana lutea, L. en la fase de aclimatación ex vitro 
(Tabla 3). 
 
TABLA 2. Ensayos in vitro en Fase III (Adaptación y Enraizamiento) 
 
 
(E1= ensayo 1; E2= ensayo 2; E3= ensayo 3; E4= ensayo 4; E5= ensayo 5; M0= Medio de cultivo base; M2B= M0 + 2µM de 
BAP; M10I= M0 + 10µM de IBA; M20I= M0 + 20µM de IBA; M40I= M0 + 40µM de IBA; M2B10N= M0 + 2 µM de BAP + 
10µM de NAA; M2B10I= M0 + 2 µM de BAP + 10µM de IBA; M2B5N= M0 + 2 µM de BAP + 5µM de NAA). 
 
 
In vitro 
Ensayo Fase III.a: Adaptación Fase III.b: Enraizamiento 
(Fecha 
introducción) 
Tiempo 
(días) 
Medio 
subcultivo 
Tiempo 
(días) 
Medio 
subcultivo 
Tiempo 
(días) 
Medio subcultivo 
E1 (06/03/08) - - - - 28 días M0, M10I, M20I, 
M40I 
E2 (16/04/08) 21 días M0 - - 28 días M0, M10I, M20I, 
M40I 
E3 (05/11/08) 42 días M2B 35 días M2B - - 
E4 (05/11/08) 42 días M2B - - 42 días M2B10N, M2B10I 
E5 (19/12/08) 42 días M2B - - 60 días M2B10N, M2B10I, 
M2B5N 
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TABLA 3. Ensayos ex vitro en Fase IV (Aclimatización) 
 
 
E1= ensayo 1; E2= ensayo 2; E3= ensayo 3; E4= ensayo 4; E5= ensayo 5; M0= Medio de cultivo base; THN= Tratamiento 
hormonal con NAA en polvo al 1‰; S1= Turba rubia y perlita en proporción 2/1 (v/v); S2= Turba rubia; S3= Turba rubia y tierra 
natural del hábitat de la Gentiana lutea, L. en proporción 3/1 (v/v). 
 
 
Ex vitro 
Ensayo Fase IV: Aclimatización 
(Fecha introducción ex 
vitro) 
Tratamiento 
hormonal  
Tiempo 
(días) 
Tipo de 
Substrato 
E1 (2/04/08) - 49 días S1 
E2 (04/06/08) - 49 días S1 
E3 (26/01/09) THN 56 días S2, S3 
E4 (26/01/09) - 28 días S2 
E5 (01/04/09) - 42 días S3 
 
3.7.1. Enraizamiento in vitro y aclimatización de microbrotes de Gentiana 
lutea, L. según tamaño y medio de enraizamiento (E1) 
 
 
En este ensayo se observó la influencia de la concentración de IBA (ácido indolbutírico)  
en el enraizamiento y la supervivencia del material en la fase III.b y IV (Tablas 2 y 3), y 
si existió alguna relación con el tamaño de los microbrotes preparados para aclimatar. 
 
Este ensayo duró 11 semanas y se inició el día 6 de marzo de 2008. Constó de un 
subcultivo y posteriormente fue llevado a invernadero (aclimatización). 
 
3.7.1.1 Fase III: Enraizamiento 
 
 
El material procedía de la Fase II de Multiplicación descrita en el apartado 3.4 y se 
desecharon microbrotes no aptos por su aspecto dudoso, o contaminados por hongos 
exógenos. 
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Para el enraizamiento in vitro (Fase III.b) se subcultivaron 235 microbrotes de 3 
tamaños diferentes (Grande: > 30 mm, Medio: 20-30 mm y Pequeño: < 20 mm) en 4 
medios de cultivo (M0, M10I, M20I y M40I) y en frascos de vidrio, de 10 a 15 
microbrotes por frasco (Tabla 4). 
 
El subcultivo permaneció 4 semanas en la cámara de incubación tal y como se describe 
en el apartado 3.5. 
 
 
 
TABLA 4. Número inicial de microbrotes utilizados en el ensayo E1 en fase III.b. 
 
M0= Medio de cultivo base; M10I= M0 + 10µM de IBA; M20I= M0 + 20µM de IBA; M40I= M0 + 40µM de IBA; G= Grande; 
M=Medio; P= Pequeño. 
 
Medio de 
cultivo 
Tamaño TOTAL 
G (>30 mm) M (20-30 mm) P (<20 mm) 
M0 19 20 19 58 
M10I 20 19 20 59 
M20I 20 19 19 58 
M40I 20 20 20 60 
TOTAL 79 78 78 235 
 
 
3.7.1.2 Fase IV: Aclimatización 
 
 
Este ensayo se llevó a cabo a primeros de abril de 2008 siendo el fotoperiodo creciente.  
 
El substrato utilizado estuvo compuesto por turba rubia (Sphagnum) tamizada y perlita 
en proporción 2:1 v/v (S1). La mezcla homogénea se trató con 2,5 g/L de Captán 
(fungicida sistémico de acción preventiva y curativa); esto humedeció el substrato y 
además facilitó su manejo en el momento de rellenar las bandejas de alveolos. 
 
Preparado el substrato, se extrajeron los microbrotes de los frascos de cultivo in vitro 
con pinzas, lavando la parte basal de los microbrotes o microplántulas con agua 
destilada para eliminar restos de medio, se trasplantaron y se regaron manualmente para 
asegurar el contacto de la base del tallo y el substrato. 
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Una vez trasplantados se aplicó 0,5 ml/L de un insecticida polivalente de la marca 
Massó garden (Dimetoato 10%), ya que la vulnerabilidad del material puede inducir la 
aparición de plagas. 
 
Semanalmente se repitieron las aplicaciones fitosanitarias durante las 7 semanas que 
permanecieron en los microtúneles. 
 
3.7.1.3 Distribución del E1 bajo condiciones de invernadero (Fase IV) 
 
 
En la figura 6 se muestra la distribución del E1 en invernadero descrita en el apartado 
anterior. 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 6. Distribución del material vegetal en invernadero (Fase IV: Aclimatización) 
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3.7.2. Enraizamiento in vitro y aclimatización de microbrotes de Gentiana 
lutea, L. según medio de cultivo en cámara de incubación (E2) 
 
 
Partiendo de lo observado en el E1 se introdujo una nueva fase de adaptación (Fase 
III.a) previa al propio enraizamiento, para que todos los microbrotes hubieran estado 
anteriormente en un mismo medio de cultivo y fueran más homogéneos. 
 
Al igual que en E1 se estudió la influencia de IBA a distintas concentraciones. 
 
El ensayo se inició el 16 de abril de 2008, constó de 2 subcultivos y posteriormente fue 
llevado a invernadero (aclimatización); en total fueron 14 semanas. 
 
3.7.2.1 Fase III.a: Adaptación de los microbrotes 
 
 
El material procedía de la Fase II de multiplicación y se subcultivaron  240 propágulos 
en frascos de vidrio (10-15 microbrotes/frasco) durante 3 semanas. 
 
Se utilizó un medio base de cultivo sin adición hormonal (M0); de esta forma se 
pretendió evitar interacciones entre hormonas de crecimiento y de enraizamiento en los 
distintos subcultivos.  
 
3.7.2.2 Fase III.b: Enraizamiento 
 
 
El segundo subcultivo de este ensayo se realizó también en frascos de vidrio. Al igual 
que en el resto de los ensayos a la hora de repicar se eliminó la parte basal del tallo y 
alguna hoja seca. En este caso, se formularon distintos medios de enraizamiento con 
diferentes concentraciones de hormonas auxínicas (M0, M10I, M20I y M40I). El 
material permaneció en la cámara de incubación durante otras 4 semanas antes de 
aclimatar. En total se subcultivaron  222 microbrotes (Tabla 5). 
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TABLA 5. Número de microbrotes llevados a ensayo E2 en Fase III.b 
 
M0= Medio de cultivo base; M10I= M0 + 10µM de IBA; M20I= M0 + 20µM de IBA; M40I= M0 + 40µM de IBA. 
 
 
Medio de cultivo TOTAL 
M0 51 
M10I 62 
M20I 61 
M40I 48 
TOTAL 222 
 
3.7.2.3 Fase IV: Aclimatización 
 
 
La fase de aclimatización se inició a principios de junio del año 2008 en cámara de 
incubación con el fin de disminuir la incidencia de posibles plagas y enfermedades 
típicas de invernadero.  
 
A diferencia del resto de los ensayos, la aclimatización en E2 se realizó en contenedores 
de PVC transparentes con una alfombra húmeda como base de las mismas 
características que la descrita en el apartado 3.6. 
 
El ambiente aséptico de la cámara de incubación nos permitió aislar el ensayo de 
patógenos existentes en el ambiente exterior pues son plántulas muy vulnerables a todo 
tipo de intrusos; además se pudo controlar más exhaustivamente la temperatura y 
humedad, puesto que en el invernadero existen más fluctuaciones de estos parámetros. 
 
En estos recipientes se colocaron las bandejas de 63 alveolos rellenos de un substrato 
preparado, S1, compuesto por turba rubia tamizada y perlita en proporción 2:1 (v/v) y al 
igual que en E1 se humedece la mezcla homogénea con 2,5 g/L de Captan (fungicida 
sistémico). 
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En esta fase, y a diferencia de otros ensayos, no se clasificaron los brotes por su tamaño; 
cada uno provenían de las diversas concentraciones de IBA (Ácido indolbutírico). 
Después de realizar el trasplante se aplicó 0,5 mL/L de un insecticida polivalente de la 
marca Massó garden (Dimetoato 10%). Dichos tratamientos fitosanitarios se repitieron 
una vez a la semana durante las 7 semanas que duró esta fase. 
 
 
 
3.7.2.4 Distribución del E2 bajo condiciones de cámara de incubación (Fase IV) 
 
 
En esta ocasión, como ya hemos comentado, se realizó la aclimatización dentro de la 
cámara de incubación (Figura 7). 
 
 
 
 
FIGURA 7. Distribución del material vegetal en cámara de incubación (Fase IV: Aclimatización) 
 
 
3.7.3. Aclimatización directa de microbrotes de Gentiana lutea, L. según 
tamaño y substrato bajo condiciones de doble túnel en invernadero (E3) 
 
 
En este ensayo se hicieron dos subcultivos in vitro de Adaptación (Fase III.a) y se 
eliminó la Fase III.b de enraizamiento in vitro. En el momento de introducir la Fase IV 
se hizo una aclimatización directa para valorar la necesidad de enraizar in vitro o ex 
vitro. En cuanto a los substratos se valoró la influencia para enraizar al esterilizar el 
substrato, disminuir el pH e introducir tierra natural del hábitat de la genciana. 
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Se inició el 5 de noviembre de 2008 y constó de 2 subcultivos y una aclimatización 
directa; en total 19 semanas. 
 
 
3.7.3.1. Fase III.a: Adaptación 
 
 
Se subcultivaron 60 microbrotes en un medio base (M0) enriquecido con 2 µM de BAP. 
De esta forma se pretendió homogeneizar el material vegetal a la ver que fortalecerlo y 
hacerlo crecer, facilitando su manejo en la  aclimatización. Los microbrotes 
permanecieron en tubos de ensayo durante 6 semanas. 
 
En el segundo subcultivo se volvió a repicar todo el material vegetal en otro medio de 
cultivo formulado con las mismas características que el anterior (M0 + 2 µM de BAP). 
De esta manera conseguimos mantener el material en óptimas condiciones para 
aclimatar en enero siendo el fotoperiodo creciente. Este subcultivo permaneció en tubos 
de ensayo durante 5 semanas. 
 
 
3.7.3.2. Fase IV: Aclimatización 
 
 
Se aclimataron los 60 microbrotes a finales de Enero del año 2009. 
 
Antes de aclimatar se preparó una disolución de agua y cloro activo al 2%, es decir agua 
y lejía de la marca Conejo al 50%, ya que la lejía contiene 40 g/L (4% de cloro activo). 
Se desinfectaron la malla de sombreado y la manta base durante 45 minutos y se 
limpiaron los plásticos del túnel y microtúneles que cubrieron los ensayos en el 
invernadero. 
 
Seguidamente se puso en marcha la calefacción de las mesas del invernadero, de esta 
manera se obtuvieron temperaturas mínimas de 17ºC ± 2ºC, y el riego por 
microaspersión entre los microtúneles para mantener húmeda la alfombra o manta base. 
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A continuación se tamizó la turba rubia y se le añadió 2 gr/L de CaCO3 (carbonato 
cálcico) para aumentar el pH puesto que los microbrotes procedían de un medio con un 
pH entre 5,7 – 5,8 y la turba tiene un pH entre 3 – 4 y se aseptizó la mezcla a 121ºC (= 1 
atm) durante 20 minutos en el autoclave. 
 
Se prepararon, en este caso, dos tipos de substratos: 
 
 S2: Turba encalada al 100% (para 30 microbrotes). 
 S3: Turba encalada y tierra natural de genciana en proporción 3:1 (v/v) (30 
microbrotes). 
 
Se hizo una aclimatización directa, es decir, sin pasar por una Fase III.b de 
enraizamiento in vitro de la siguiente forma: 
 
Los microbrotes se clasificaron según su tamaño en grandes (>25 mm) y pequeños (<25 
mm), se extrajeron de los tubos de ensayo y se limpiaron de restos de medio con agua 
destilada; seguidamente se impregnó la base de los tallos con un preparado en polvo con 
NAA (ácido naftanelacético) al 1‰ y por último, se trasplantaron a las bandejas de 
alveolos. 
 
En el invernadero permanecieron durante 8 semanas y semanalmente recibieron un 
tratamiento a base de 2,5 gr/L de Captan (fungicida) y de 0,5 ml/L de un insecticida 
polivalente de la marca Massó garden (Dimetoato 10%). 
 
El número de microbrotes llevados a invernadero y clasificados por substrato y tamaño 
se refleja en la Tabla 6. 
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TABLA 6. Número de microbrotes llevados a ensayo E3 en Fase IV 
 
S2: Turba rubia de esfagno encalada, S3: Turba encalada y tierra natural del hábitat de la genciana en proporción 3:1 (v/v) 
 
  TAMAÑO 
  Grandes           
(> 25 mm) 
Pequeñas           
(< 25 mm) 
TOTAL 
TIPO DE 
SUBSTRATO 
Substrato 
S2 
15 15 30 
Substrato 
S3 
15 15 30 
TOTAL   30 30 60 
 
 
3.7.3.3. Distribución del E3 bajo condiciones de invernadero 
 
 
La aclimatización se realizó al mismo tiempo en el E3 y el E4 según muestra la 
siguiente imagen (Figura 8). 
Tamaño pequeño (< 25 mm)
S3: Turba encalada y tierra natural 
de genciana en proporción 3:1 (v/v) 
E3 E4E3
Riego RiegoRiegoRiego
S2: Turba encalada al 100%.
Procedente de M2B10I 
(M0 + 2 µM de BAP + 
10 µM de IBA)Tamaño grande (>25 mm)
Procedente de M2B10N 
(M0 + 2 µM de BAP + 
10 µM de NAA)
S2: Turba encalada al 100%.
 
 
 
FIGURA 8. Distribución del material vegetal en invernadero (Fase IV: Aclimatización) 
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3.7.4. Enraizamiento in vitro y aclimatización de microbrotes de Gentiana 
lutea, L. según medio de enraizamiento bajo túnel en invernadero (E4) 
 
 
Skoog et al. (1957) demostraron que las relaciones citoquininas / auxinas inferiores a 1 
inducían a formación de raíces. En este pequeño ensayo previo al E5 se comprobó si 
este tipo de relaciones favorece la supervivencia y el enraizamiento in vitro utilizando 
como citoquinina BAP (6 benzyl-aminopurina) y como auxinas NAA (Ácido 
naftanelacético) e IBA (Ácido indolbutírico). 
 
Este ensayo se realizó al mismo tiempo que el E3. Se trata de un ensayo-prueba para 
determinar el método de enraizamiento y aclimatización del ensayo 5 (E5). La duración 
fue de 15 semanas y sólo se repicaron 26 microbrotes. 
 
Se inició el 5 de noviembre de 2008 y constó de 2 subcultivos y posteriormente se 
aclimató en invernadero. 
 
3.7.4.1. Fase III.a. Adaptación 
 
 
El primer subcultivo, en tubos de ensayo, estuvo formado por un medio base (M0) 
enriquecido con 2 µM de BAP. Al igual que en el anterior ensayo se pretendió 
fortalecer el microbrote. Se observó la evolución de los microbrotes en este medio en el 
que permanecieron 6 semanas. 
 
3.7.4.2 Fase III.b: Enraizamiento 
 
 
El segundo subcultivo se realizó también en tubos de ensayo. En este caso el 50% de los 
microbrotes se introdujeron en un medio base (M0) enriquecido con 2 µM de BAP y 10 
µM de IBA el otro 50% se repicaron a un medio base (M0) enriquecido con 2 µM de 
BAP y 10 µM de NAA. El subcultivo permaneció en tubos de ensayo en la cámara de 
incubación durante otras 5 semanas antes de aclimatar. 
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El número de microbrotes enraizados in vitro y posteriormente llevados a invernadero 
se refleja en la tabla 7. 
 
 
TABLA 7. Número de microbrotes llevados a ensayo E4 en Fase III.b 
 
M2B10I: Medio base (M0) con 2µM de BAP y 10µM de IBA; M2B10N: Medio base (M0) con 2µM de BAP y 10µM de NAA 
 
 
 Microbrotes llevados a ensayo 
Medio de 
cultivo 
Fase III: enraizamiento Fase IV: aclimatización 
M2B10I 13 7 
M2B10N 13 11 
Total 26 18 
 
 
3.7.4.3. Fase IV: Aclimatización 
 
Se aclimató al mismo tiempo que en E3 y la metodología es la misma que en la descrita 
en el apartado 3.7.3.2. 
 
Los microbrotes, como hemos comentado en el apartado anterior, fueron enraizados in 
vitro, a diferencia de E3, y el substrato elegido estuvo compuesto en su totalidad por 
turba tamizada con 2 gr/L de CaCO3, todo ello esterilizado (S2). 
 
Permanecieron en el invernadero durante 4 semanas a diferencia de otros ensayos. 
 
En la Tabla 7 queda reflejado el número de microbrotes llevados a ensayo en la fase IV 
de aclimatización. 
 
3.7.4.4. Distribución de E3 y E4 bajo condiciones de invernadero (Fase IV) 
 
 
En el apartado 3.7.3.4 se muestra cómo estaban distribuidos los ensayos E3 y E4 puesto 
que se aclimataron a la vez. 
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3.7.5. Enraizamiento in vitro y aclimatización de microbrotes de Gentiana 
lutea, L. según medio de enraizamiento bajo túnel en invernadero (E5) 
 
 
Tras la observación de los dos ensayos anteriores se estableció este último ensayo según 
características combinadas de ambos ensayos; la relación citoquinina / auxina del E4 en 
la fase de enraizamiento y uno de los substratos de E3 en la fase de aclimatación. 
 
Este último ensayo se inició el 19 de Diciembre de 2008 y constó de 2 subcultivos y 
posteriormente se aclimató en invernadero. La duración del ensayo fue de 22 semanas 
en total. 
 
3.7.5.1. Fase III.A: Adaptación 
 
 
Los 156 microbrotes se subcultivaron a un medio base (M0) enriquecido con 2 µM de 
BAP .En esta fase comentada anteriormente se mantuvieron los microbrotes a la vez que 
crecieron y se fortalecieron. Se hizo una observación de la supervivencia de estos 
microbrotes durante la misma y se eliminaron los tubos contaminados por algún hongo 
de origen exógeno. La permanencia de los microbrotes en esta fase fue de 7 semanas. 
 
3.7.5.2. Fase III.B Enraizamiento 
 
 
En este fase se subcultivaron 150 microbrotes en tubos de ensayo repartidos en 3 
medios de cultivo con distintas concentraciones de NAA o IBA. Fueron los siguientes: 
 
 M2B10I: Medio base + 2 µM de BAP + 10 µM de IBA. 
 M2B10N: Medio base + 2 µM de BAP + 10 µM de NAA. 
 M2B5N: Medio base + 2 µM de BAP + 5 µM de NAA. 
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Se pretendió estudiar la influencia de estos medios en los microbrotes durante su 
subcultivo y su influencia en la siguiente fase de aclimatización, en especial, su 
supervivencia durante las 8 semanas que permanecieron bajo condiciones de 
invernadero. 
 
3.7.5.3. Fase IV. Aclimatización 
 
 
En primer lugar se procedió a preparar el substrato: se tamizó la turba y se encaló 
añadiendo 2 gr/L de CaCO3 para aumentar el pH de la turba. Seguidamente se esterilizó 
la mezcla a 121ºC durante 1 hora, se dejó enfriar, y se volvió a autoclavar a 121ºC 
durante otra hora. Por último se mezcló la turba esterilizada con tierra natural de 
genciana tamizada en relación 3:1 v/v y se le añadió 4,5 gr/m
2
 de Clorpirifos 5% GR 
(granulado) para eliminar posibles larvas que puedan aparecer en el substrato. 
 
Se aclimataron 150 microbrotes (Tabla 8) bajo las condiciones de invernadero descritas 
en el apartado 3.6 y con la metodología del especificado en el apartado 3.7.3.2 en 
cuanto a desinfección del material del invernadero y puesta en marcha. 
 
Se aclimató en fotoperiodo creciente y bajo condiciones de doble túnel permanecieron 6 
semanas. 
 
 
TABLA 8. Número de microbrotes llevados a ensayo E5 en Fase III y IV. 
 
M2B10I: Medio base (M0) con 2µM de BAP y 10µM de IBA; M2B10N: Medio base (M0) con 2µM de BAP y 10µM de NAA; 
M2B5N: Medio base (M0) con 2µM de BAP y 5µM de NAA. 
 
 
Medio de 
cultivo 
Número de 
microbrotes 
M2B10I 50 
M2B10N 50 
M2B5N 50 
Total 150 
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3.7.5.4. Distribución de E5 bajo condiciones de invernadero. 
 
 
La aclimatización se realizó bajo condiciones de doble túnel como se indica en la Figura 
9. 
 
 
Riego RiegoRiegoRiego
S3: Turba + Tierra natural de genciana en proporción 3:1 (v/v)
M2B10I: M0 + 2µM BAP +  10 µM IBA M2B10N: M0 + 2µM BAP +  10 µM NAA M2B5N: M0 + 2µM BAP +  5 µM NAA
1ª repetición
2ª repetición2ª repetición2ª repetición
1ª repetición 1ª repetición
 
 
 
FIGURA 9. Distribución del material vegetal en invernadero (Fase IV: Aclimatación). 
 
3.8. Variables analizadas 
 
 
En el transcurso de los ensayos tratados se realizaron controles del material vegetal 
tanto en la cámara de incubación como en el invernadero. Con estos controles se 
pretendía observar y/o detectar posibles contaminaciones exógenas y/o endógenas y 
plagas y/o enfermedades ya sea tanto en cámara de cultivo o en invernadero. 
 
3. MATERIAL Y MÉTODOS        Cultivo in vitro de Gentiana lutea, L.: Fases de enraizamiento y aclimatización 
46 
 
Los factores ambientales como la temperatura y la humedad relativa son parámetros que 
observamos con detenimiento debido a su influencia en el crecimiento y desarrollo de 
los microbrotes llevados a invernadero. 
 
Por último se analizaron las tasas de enraizamiento in vitro, tasas de supervivencia ex 
vitro y otros parámetros de crecimiento durante su establecimiento en invernadero de la 
planta enraizada ex vitro. 
 
3.8.1. Contaminación exógena y endógena in vitro 
 
 
Las contaminaciones por hongos de origen exógeno suelen manifestarse durante la 
primera semana después del repicado, haciéndose visibles en pocos días. Cabe destacar 
que este parámetro simplemente nos permitió elegir el mejor material vegetal. Como 
veremos más adelante fueron muy pocos los microbrotes desechados por este motivo 
pero es importante tenerlos en cuenta para preservar un material vegetal sano. 
 
En cuanto a la contaminación endógena puede llegar a tardar varias semanas en hacerse 
visible o después de varios repicados (Pierik, 1990). En este caso no se observó ningún 
caso de infección bacteriana por lo que no se consideró como parámetro sujeto a 
control. Como ya comentamos, la desinfección del material vegetal provino del trabajo 
realizado por Gruber (2009), en el que sí fue una variable a tener en cuenta para obtener 
el mejor tratamiento de desinfección. 
 
3.8.2. Plagas y enfermedades ex vitro 
 
 
El material vegetal procedente de condiciones in vitro y de ambientes asépticos hacen 
este material vulnerable a todo tipo de plagas y enfermedades en condiciones ex vitro. 
Es durante la fase de aclimatización cuando los microbrotes quedan más expuestos 
dificultando su supervivencia. 
 
Para minimizar la incidencia de amenazas externas se procedió a realizar tratamientos 
fitosanitarios semanales con un fungicida sistémico (Captan, 2,5 gr/L), un insecticida 
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polivalente de (0,5 ml/L de Dimetoato 10%) y un tratamiento de desinfección de los 
materiales entre ensayos descrito en el apartado 3.7.3.2. 
 
Esta variable se analizó mediante la observación cada 2-3 días de los túneles y del 
material vegetal en sí. 
 
 
3.8.3. Factores ambientales: temperatura, humedad relativa y fotoperiodo 
 
 
El éxito en la aclimatización depende del acondicionamiento previo en la fase III y del 
control de las condiciones ambientales durante la aclimatización (Debergh y Maene, 
1985).  
 
La temperatura y la humedad relativa quedaron controladas en el ensayo E2 ya que se 
aclimató en la cámara de incubación y en el resto de ensayos se tomó nota de su 
evolución mediante un termohigrógrafo. 
 
En cuanto al fotoperiodo, todos los ensayos se aclimataron en fotoperiodo creciente, 
excepto el E2 (cámara de incubación, 16 horas de luz y 8 de oscuridad). 
 
3.8.4. Tasa de enraizamiento in vitro 
 
 
Durante la fase III.b de enraizamiento se cuantificaron los microbrotes que formaron 
rizoma tras haber recibido un tratamiento hormonal in vitro sin importar tamaño ni 
aspecto (Figura 10). Sin embargo, se tuvo en cuenta el aspecto general de los 
microbrotes para hacer el tratamiento estadístico de datos respecto a las variables 
analizadas. 
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FIGURA 10. Microbrote considerado enraizado in vitro. 
 
3.8.5. Tasa de supervivencia y enraizamiento ex vitro 
 
 
Durante la fase IV de aclimatización se cuantificaron los microbrotes supervivientes 
provenientes de la fase III.b de enraizamiento in vitro (a excepción del ensayo E3). Se 
cuantificaron también los microbrotes que enraizaron y formaron raíces funcionales 
(Figura 11). 
 
 
 
FIGURA 11. Microbrote considerado enraizado ex vitro. 
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El tratamiento de los datos en esta fase se realizó con valores absolutos, medias y 
porcentajes. El análisis visual de resultados quedó expuesto en las gráficas 
confeccionadas con Excel. 
 
3.8.6. Parámetros de crecimiento sujetos a control 
 
 
Para calcular el peso fresco y seco de los microbrotes se numeraron los sobres de papel 
que se utilizaron y se secaron en la estufa durante 48 horas a 80ºC y se dejaron reposar 
10 minutos con la estufa apagada. Se sacaron en grupos de 10 aproximadamente y se 
pesaron en la balanza de precisión de la marca Smaltec. Seguidamente se extrajeron los 
microbrotes enraizados y se separaron mediante un bisturí la parte aérea de la parte 
radicular eliminando restos de substrato con un pincel. Una vez separados se 
introdujeron las muestras en sus correspondientes sobres tomando nota de todos los 
pesos. 
 
A continuación se volvieron a meter las muestras en la estufa durante otras 24 horas a 
105ºC y pasado ese tiempo se dejó reposar durante 15 minutos con la estufa apagada y 
se pesaron en la balanza de precisión, sacando las muestras poco a poco en pequeños 
grupos. 
 
3.9. Tratamiento de datos y análisis estadístico 
 
 
El tratamiento estadístico de los resultados obtenidos para los distintos parámetros 
estudiados en cada ensayo se ha llevado a cabo con el paquete de software libre R y con 
un nivel de significación del 5% (α = 0,05).  
 
El modelo utilizado ha dependido del tipo de parámetro a analizar. Para los que 
presentan distribución normal, tales como número de órganos, altura, peso fresco o seco 
de fracciones, etc.,  se ha aplicado  el Análisis de la Varianza (ANOVA) de uno o dos 
factores según ensayo. Para la supervivencia y el enraizamiento se ha utilizado un 
Modelo Lineal Generalizado (GLM) de familia binomial, de uno o dos factores según el 
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diseño del ensayo. En ambos casos, la separación de medias  se ha realizado mediante el 
test de Tukey. 
 
En el ensayo 1 se han analizado dos factores: tamaño del microbrote, con 3 niveles 
(grande, G; mediano, M; y pequeño, P); y medio de enraizamiento, con 4 niveles 
(medio base con 0, 10, 20 y 40 µM IBA). 
 
En el ensayo 3 se han analizado asimismo dos factores: tamaño del microbrote, con 2 
niveles (grande, G; y pequeño, P); y sustrato de aclimatización, con 2 niveles (turba 
rubia de esfagno 100%; y turba rubia de esfagno encalada/ tierra natural del hábitat de 
Gentiana lutea, L. en proporción 3:1 v/v). 
 
En los restantes ensayos sólo se ha analizado el factor composición de medio de 
enraizamiento “in vitro”. En el ensayo 2  se han establecido los mismos 4 niveles 
evaluados en ensayo 1. El ensayo 4 estudia 2 niveles (medio base con 10µM de IBA o 
con 10 µM de NAA), mientras que en el ensayo 5 se establecen 3 (medio base con: 10 
µM IBA; 10 µM NAA; y 5 µM NAA). 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1. Efecto del tamaño del microbrote y del medio de enraizamiento in 
vitro y su  posterior aclimatización en túnel bajo invernadero (E1) 
 
 
Se pretendió determinar el efecto del medio de enraizamiento y el tamaño inicial del 
microbrote en la formación de raíces in vitro, así como la supervivencia del material 
resultante durante la fase de aclimatización (7 semanas) y la obtención de microplantas 
enraizadas al finalizar esta fase. 
 
La humedad durante la fase de aclimatización se situó entre el 80 y el 90% en todo 
momento y la temperatura fluctuó entre 9ºC de mínima y 35 ºC de máxima, aunque 
hubo repuntes de hasta 40ºC, y diferencias de 28ºC en 6 horas (12ºC a las 7 a.m. y 40ºC 
a las 13 p.m.). Esta diferencia de temperaturas en el mismo día ocurrió con más 
frecuencia durante las 2 últimas semanas y pudo tener influencia en el desarrollo de las 
microplantas. 
 
 
4.1.1. Contaminaciones microbianas y plagas 
 
 
Durante la fase II de multiplicación in vitro (M0 adicionado de 20µM de BAP) se 
produjo contaminación exógena en uno de los frascos de vidrio, el cual, se desechó 
reduciendo el stock preparado para repicar en 10 microbrotes. Es por ello que el stock 
preparado para 240 microbrotes (20 por tratamiento) se redujo a 235 microbrotes. Esto 
supuso un 4,1 % de los microbrotes desechados por contaminación exógena. 
 
Se consideró que el hecho de que se contaminara un frasco fue puntual y no se tuvo en 
cuenta como variable a analizar. 
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Durante las 4 primeras semanas que los microbrotes permanecieron en invernadero en 
un estado apto y con buen aspecto a excepción de dos que se desecharon provenientes 
de un medio M0 adicionado con 10µM de IBA y perteneciente al grupo de las Grandes 
(>30 mm). 
 
A partir de la 5ª semana se observaron ciertos síntomas generalizados de marchitez, 
pérdida de vigor y escaso crecimiento. En cuanto a factores externos se observaron 
algunos dípteros adultos dentro de los túneles y unas larvas situadas en la zona radicular 
y cuello de las plántulas.  
 
Más tarde se identificaron las larvas y adultos que pertenecían a la familia de las 
Sciaridae, más concretamente al género Bradysia spp y posiblemente el culpable de los 
síntomas observados. 
 
Según Mansilla et al. (2001) estos insectos son plagas comunes de viveros e 
invernaderos, principalmente de plantas ornamentales. Los síntomas que presentan las 
plantas atacadas se manifiestan en forma de marchitez, pérdida de vigor, escaso 
crecimiento y pérdida de hojas (Pundt, 1999); además, los daños causados por las larvas 
de Fungus gnats pueden contribuir a la infección por hongos patógenos del tipo 
Phytium, Botrytis, Verticilium, Fusarium, Thielaviopsis, Cylindrocladium y Sclerotinia 
(James et al. 1995; Pundt, 1999; Drees, 1994) y también los adultos pueden ayudar a la 
extensión de estos patógenos al llevar sobre su cuerpo esporas del hongo (Pundt, 1999). 
 
En la Figura 12 se observan los daños ocasionados por las larvas del díptero en cuestión 
afectando al sistema radicular por completo. 
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FIGURA 12: Microbrote afectado por larvas de Bradysia spp. 
 
4.1.2. Tasa de enraizamiento in vitro 
 
 
Los resultados del análisis de la varianza indicaron efecto significativo para el factor 
medio de enraizamiento pero no para el tamaño inicial del microbrote, no obstante, se 
observó interacción entre ambos factores, por lo que la separación de medias se realizó 
para la totalidad de los 12 tratamientos (Tabla 9). 
 
TABLA 9. Interacciones entre factores: medio de enraizamiento y tamaño. 
 
G: grande, M: medio, P: pequeño, M0: medio de cultivo base, M10I: medio de cultivo base + 10µM de IBA, M20I: medio de 
cultivo base + 20µM de IBA, M40I: medio de cultivo base + 40µM de IBA. 
Valores seguidos con la misma letra no son significativamente diferentes p < 0,05. Test de Turkey´s Studentized Range (HSD). 
 
  TAMAÑO   
MEDIO DE 
ENRAIZAMIENTO 
G (%) M (%) P (%) MEDIA 
(%) 
M0 (%) 0 a 25 ab 0 a 9 A 
M10I (%) 65 bc 58 bc 55 bc 59 B 
M20I (%) 75 c 58 bc 42 abc 59 B 
M40I (%) 55 bc 35 abc 70 bc 53 B 
MEDIA (%) 49 A 44 A 42 A   
 
Las letras mayúsculas indican la separación de medias total para el efecto medio de enraizamiento o tamaño de microbrote, las letras 
minúsculas indican la separación de medias entre los 12 tratamientos. 
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Se observa que los microbrotes grandes cultivados en M20I muestran el valor máximo 
para el enraizamiento (75%) que es significativamente superior al obtenido para todos 
los tipos de microbrotes cultivados en el M0. Entre los 8 tratamientos restantes no se 
observan diferencias respecto al máximo pero sí respecto a los microbrotes pequeños y 
grandes enraizados en M0. 
 
Los resultados indican claramente que el medio M0 (sin auxinas) tiene muy poca 
aptitud para promover el enraizamiento (9%), presentado valores significativamente 
inferiores al obtenido con los otros tres medios ensayados (53-59 %).  Sin embargo, no 
se observan diferencias de aptitud entre los medios que contenían auxinas (M10I, M20I, 
M40I).  
 
Los resultados son coherentes con la bibliografía (Augeé et al., 1989; Debergh y 
Maene, 1985; Debergh y Zimmerman, 1991) que indican claramente que la presencia de 
hormonas de enraizamiento (IBA) en el medio, sea cual sea la dosis, promueve 
claramente el enraizamiento, sin detectar mejora en el rango de 10 a 40 µM de IBA. En 
cualquier caso el porcentaje de enraizamiento obtenido es poco elevado dado que no se 
supera el 60% en ningún caso, si se considera solamente el medio de cultivo sin tener en 
cuenta el tamaño inicial de los microbrotes. La interacción detectada entre factores 
indica que se puede conseguir un enraizamiento del 75% si se utiliza el medio M20I con 
el microbrote grande mientras que con el medio M40I se llega sólo al 70% con el 
microbrote pequeño. 
 
El tamaño de los microbrotes no ha afectado al enraizamiento, no obstante se observa 
una tendencia al aumento del porcentaje de enraizamiento con el tamaño del microbrote, 
aunque esta tendencia se rompe en el M40I donde se detecta un enraizamiento muy 
elevado (70 %) en los microbrotes pequeños; es justamente este efecto el que ha 
condicionado la aparición de interacción entre factores que se han descrito 
anteriormente. 
 
Para una mejor compresión de los resultados comentados anteriormente se ha 
confeccionado la Tabla 10 en la que se indican el número de individuos 
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enraizados/introducidos en cultivo para cada tratamiento, así como el porcentaje que 
representa en cada caso. Así mismo se indican las medias totales por tamaño de 
microbrote y por medio de cultivo. 
 
TABLA 10: Porcentaje del enraizamiento de los microbrotes en relación a su tamaño y medio de cultivo 
in vitro. 
 
G: grande, M: medio, P: pequeño, M0: medio de cultivo base, M10I: medio de cultivo base + 10µM de IBA, M20I: medio de 
cultivo base + 20µM de IBA, M40I: medio de cultivo base + 40µM de IBA; Ne: número de microbrotes enraizados; Ni: número de 
microbrotes introducidos. 
 
 
 
4.1.3. Tasa de supervivencia ex vitro 
 
 
La totalidad de los microbrotes procedentes del enraizamiento in vitro  se trasplantaron 
a un ambiente de aclimatización tal y como se describe en el apartado 3.7.1.2 de 
material y métodos realizándose un control semanal de la supervivencia de cada 
individuo a lo largo de 7 semanas. 
 
La Tabla 11 y la Figura 13 presentan el número de microbrotes y los porcentajes de 
supervivencia semanal a lo largo del periodo de aclimatización. 
 
 
 
 
 
  TAMAÑO TOTAL MEDIA 
(%) MEDIO DE 
ENRAIZAMIENTO 
G M P 
Ne/ Ni % Ne/ Ni % Ne/ Ni % Ne/ Ni % 
M0 0/19 0 5/20 25 0/19 0 5/58 9 
M10I 13/20 65 11/19 58 11/20 55 35/59 59 
M20I 15/20 75 11/19 58 8/19 42 34/58 59 
M40I 11/20 55 7/20 35 14/20 70 32/60 53 
TOTAL  39/79   34/78   33/78   106/235   
MEDIA   49   44   42   45 
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TABLA11. Número de microbrotes supervivientes procedentes de cultivo in vitro según medio y tamaño, 
durante la aclimatización. 
 
G: grande, M: medio, P: pequeño, M0: medio de cultivo base, M10I: medio de cultivo base + 10µM de IBA, M20I: medio de 
cultivo base + 20µM de IBA, M40I: medio de cultivo base + 40µM de IBA; Ns: número de supervivientes; Ni: número de  
microbrotes introducidos. 
 
 
 
 
 
Los anteriores resultados indican que hasta la 5ª semana el material vegetal permaneció 
en un estado satisfactorio con supervivencia prácticamente del 100 %. A partir de la 6ª 
semana se observó una fuerte disminución de la supervivencia (36 % de media) y a la 7ª 
semana sólo permanecieron vivos 2 microbrotes (1 %). Esta caída de la supervivencia y 
muerte total de los microbrotes pudo venir determinado por la aparición de una plaga de 
Bradysia sp. (Diptera: Sciaridae) cuyas larvas se detectaron a los 35 días. El estudio 
visual permitió observar que las larvas aparecían en el substrato y se alimentaban de la 
raíz y cuello del microbrote, desapareciendo todo el sistema radicular, y por tanto 
produciendo la deshidratación y muerte del mismo. 
 
Dado que todos los microbrotes (99 %) habían muerto a la 7ª semana, los resultados de 
enraizamiento en aclimatización fueron nulos. De hecho las dos únicas plantas que 
permanecían vivas en ese momento no presentaban raíces; en este caso concreto su 
ausencia no derivaba de haber sido devorado por las larvas sino que procedían de 
microbrotes que no habían enraizado en el medio de enraizamiento (Figura 13). Aunque 
Medio de 
enraizamiento de 
procedencia
Tamaño
Semana 1 
Ns/Ni
Semana 2 
Ns/Ni
Semana 3 
Ns/Ni
Semana 4 
Ns/Ni
Semana 5 
Ns/Ni
Semana 6 
Ns/Ni
Semana 7 
Ns/Ni
G 19/19 19/19 19/19 19/19 19/19 9/19 0/19
M 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 9/20 0/20
P 19/19 19/19 19/19 19/19 19/19 9/19 0/19
G 20/20 19/20 18/20 18/20 18/20 3/20 0/20
M 19/19 19/19 19/19 19/19 19/19 7/19 0/19
P 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 10/20 0/20
G 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 9/20 1/20
M 19/19 19/19 19/19 19/19 19/19 6/19 0/19
P 19/19 19/19 19/19 19/19 19/19 5/19 0/19
G 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 7/20 1/20
M 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 6/20 0/20
P 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 5/20 0/20
TOTAL 235/235 234/235 233/235 233/235 233/235 85/235 2/235
M20I
M40I
M0
M10I
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existen diferencias de comportamiento entre los 12 tratamientos estudiados se puede 
destacar que los microbrotes grandes procedentes del medio M10I-G fueron los que 
mantuvieron una supervivencia menor a partir de la tercera semana. 
 
 
 
 
 
FIGURA 13: Supervivencia de Gentiana lutea, L. durante la Fase IV de aclimatización. 
 
 
 
4.2. Efecto del medio de enraizamiento in vitro y su  posterior 
aclimatización en cámara de incubación (E2) 
 
 
En este ensayo se estudió el efecto de la adición de auxinas en el medio de cultivo en el 
enraizamiento in vitro, ensayando los mismos medios que en el caso anterior pero con la 
característica de que todos los microbrotes se habían subcultivado en un medio de 
homogenización. Se estudió también la posterior supervivencia de los microbrotes 
durante su aclimatización en la cámara de incubación habiendo esterilizado previamente 
el sustrato utilizado (7 semanas). 
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En cuanto a factores ambientales según el termohigrógrafo la temperatura se situó entre 
21 y 25ºC y la humedad entre el 80 y 89%. 
 
4.2.1. Contaminaciones microbianas y plagas 
 
 
Durante su permanencia en la cámara de incubación en cultivo in vitro se observó la 
contaminación por hongos de origen exógeno de dos frascos, concretamente uno M0 
(Medio de cultivo base) y otro de M40I (M0 + 40 µM de IBA); se desecharon. Es por 
esto que se redujeron el número de individuos llevados a aclimatización procedentes de 
estos dos medios de cultivo.  
 
No se observaron plagas ni enfermedades debido al ambiente aséptico de la cámara de 
incubación. Además se autoclavó el substrato como medida preventiva de desinfección. 
 
 
4.2.2. Tasa de enraizamiento in vitro 
 
 
El análisis de los factores indicó efecto significativo del medio de cultivo, 
comportamiento idéntico al observado en el ensayo anterior (E1). 
 
La tabla 12 muestra la separación de medias entre los 4 tratamientos de enraizamiento 
donde se observan claras diferencias entre ellos, siendo el medio M40I el de mayor 
aptitud para el enraizamiento (67%), significativamente superior con los otros dos 
medios que contenían auxinas (M101, M20I), entre los que no se detectaron diferencias 
significativas aunque el porcentaje de enraizamiento fue bastante distinto (43 % en 
M20I y 24 % en M10I). Ninguno de los microbrotes cultivados sin auxinas presentó 
desarrollo radicular aparente.  
 
La consideración global de los resultados indica claramente que la presencia de 
hormonas de enraizamiento (IBA) en el medio, sea cual sea la dosis, promueve 
claramente el enraizamiento, aunque la adición de 40 µM de IBA mejora 
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significativamente el resultado respecto las concentraciones de 10 y 20 µM. En valores 
absolutos se observa que al aumentar la dosis de hormonas (IBA), aumenta el 
enraizamiento en condiciones in vitro. 
 
 
TABLA 12. Diferencias significativas entre medios de enraizamiento. 
 
 
M0: medio de cultivo base, M10I: medio de cultivo base + 10µM de IBA, M20I: medio de cultivo base + 20µM de IBA, M40I: 
medio de cultivo base + 40µM de IBA. Valores seguidos con la misma letra no son significativamente diferentes p < 0,05. Test de 
Tukey´s Studentized Range (HSD). 
 
 
 
Medio de 
enraizamiento 
Microbrotes enraizados 
(%) 
M0 0 c 
M10I 24 b 
M20I 43 b 
M40I 67 a 
MEDIA 32 
 
 
 
De forma similar al ensayo anterior se ha confeccionado la Tabla 13 en la que se indican 
el número de individuos enraizados/introducidos en cultivo para cada tratamiento, así 
como el porcentaje que representa en cada caso. 
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TABLA 13. Número de microbrotes sobre los que se realiza el estudio en cada uno de los 4 medios y el 
porcentaje de los enraizados in vitro transcurridos 4 semanas. 
 
M0: medio de cultivo base, M10I: medio de cultivo base + 10µM de IBA, M20I: medio de cultivo base + 20µM de IBA, M40I: 
medio de cultivo base + 40µM de IBA; Ne: número de microbrotes enraizados; Ni: número de microbrotes introducidos. 
 
 
Medio de 
enraizamiento 
Individuos enraizados 
Ne / Ni % 
M0 0/51 0 
M10I 15/62 24 
M20I 26/61 43 
M40I 32/48 67 
TOTAL 73/222 33 
 
 
Se observa que el material cultivado en el M0 no presencia enraizamientos (0%) que se 
distingue estadísticamente del  enraizamiento promovido por el resto de medios. 
 
En la Tabla 13 se observa claramente que a mayor concentración auxínica, mayor 
enraizamiento. Esta diferencia de resultados, en comparación con el ensayo E1, fue 
debido a la homogeneización del material vegetal; esto confirma la influencia del 
tamaño en el ensayo E1 que se refleja en la interacción estadística entre factores, 
expuesto en el apartado 4.1.4. 
 
4.2.3. Tasa de supervivencia ex vitro (aclimatización) 
 
 
La totalidad de los microbrotes procedentes de enraizamiento in vitro se aclimataron en 
la cámara de incubación, realizándose un control semanal de la supervivencia a lo largo 
de 7 semanas. 
 
Los resultados obtenidos (Tabla 14, Figura 14) indican que la supervivencia disminuye 
a lo largo del ensayo aunque se mantiene con valores aceptables hasta la semana 3 (75% 
de media). Este drástico descenso de la media viene determinado por el descenso del 
número de supervivientes en M40I (33%), distinguiéndose una mayor supervivencia en 
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los microbrotes procedentes de M10I, M0 y M20I (94 %, 82 % y 82%, respectivamente) 
en relación a la baja supervivencia del material vegetal cultivado en M40I. 
 
Dado que todos los propágulos (100%) habían muerto a la 7ª semana, los resultados de 
enraizamiento en aclimatización fueron nulos. 
 
 
TABLA 14. Supervivencia de Gentiana lutea, L. en la Fase IV de Aclimatización. 
 
 
M0: medio de cultivo base, M10I: medio de cultivo base + 10µM de IBA, M20I: medio de cultivo base + 20µM de IBA, M40I: 
medio de cultivo base + 40µM de IBA, Ns: número de supervivientes, Ni: número de microbrotes introducidos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 14: Supervivencia de Gentiana lutea, L. en porcentaje durante la Fase IV de Aclimatización. 
Ns/Ni % Ns/Ni % Ns/Ni % Ns/Ni % Ns/Ni % Ns/Ni % Ns/Ni %
M0 51/51 100 46/51 90 42/51 82 -/51 - -/51 - -/51 - 0/51 0
M10I 62/62 100 58/62 94 58/62 94 -/62 - -/62 - -/62 - 0/62 0
M20I 61/61 100 59/61 97 50/61 82 -/61 - -/61 - -/61 - 0/61 0
M40I 48/48 100 44/48 92 16/48 33 -/48 - -/48 - -/48 - 0/48 0
TOTAL 222/222 100 207/222 93 166/222 75 -/222 - -/222 - -/222 - 0/222 0
Semana 6 Semana 7Medio de 
enraizamiento de 
procedencia
Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5
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Finalmente todos los microbrotes murieron deshidratados a diferencia del ensayo E1 en 
el que la supervivencia fue nula debido principalmente al crecimiento y desarrollo de 
plagas. La deshidratación pudo ser debida a las condiciones de la cámara de incubación 
por el aire forzado junto con su baja irradiación. 
 
4.3. Efecto del substrato y de la medida de los microbrotes en la 
aclimatización directa (E3) 
 
 
Se estudió la supervivencia ex vitro de los microbrotes de Gentiana lutea provenientes 
de la fase de multiplicación in vitro. Estos microbrotes, antes de su aclimatización, 
fueron sometidos  a un subcultivo in vitro de adaptación con una única adición de BAP.  
En este ensayo se estudió el efecto del substrato y el tamaño del material vegetal. 
 
Železnik et al. (2002) estudió los efectos de la micorrización en Gentiana lutea, L. y 
observaron una clara diferencia en el tamaño de la roseta foliar entre gencianas 
infectadas y no infectadas, pero no se observó ningún efecto concluyente en la 
supervivencia de gencianas. Así pues, se valoró la influencia del tamaño del microbrote 
y del substrato, el cual, se esterilizó, disminuyó el pH y se introdujo tierra natural del 
hábitat de la genciana (micorrización) en el enraizamiento ex vitro y se estudió su 
supervivencia durante las 8 semanas que permanecieron bajo condiciones de 
invernadero. 
 
La humedad según el termohigrógrafo estuvo entre el 76% y el 85% y las temperaturas 
se situaron entre 16 y 30ºC, aunque excepcionalmente y en tres ocasiones alcanzaron 
33, 36 y 32ºC al final de la sexta semana tal y como se muestra en la Figura 15. 
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FIGURA 15. Detalle del registro de temperatura medida con termohigrógrafo en invernadero. 
 
 
4.3.1. Contaminaciones microbianas y plagas 
 
 
Para evitar cualquier contaminación fúngica se subcultivó todo el material vegetal en 
tubos de ensayo de manera que no afectase al stock establecido previamente, y en el 
caso de algún caso puntual, que esto no afecte más que al microbrote contaminado y no 
tener que desechar demasiado material vegetal. 
 
La contaminación exógena en este ensayo fue totalmente nula por lo que no se tuvo en 
cuenta en todo el ensayo. 
 
En cuanto a plagas y al igual que en el E1 se observó la existencia de larvas y adultos de 
Bradysia spp. a partir de la semana 3. 
 
 
4.3.2. Tasa de supervivencia ex vitro y tasa de enraizamiento ex vitro 
 
 
La totalidad de los propágulos (60 propágulos, 15 por tratamiento) procedentes de 
adaptación in vitro (Fase III.a de Adaptación) se trasplantaron, diferenciados por 
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tamaño (grande y pequeño) en dos tipos de substratos (S2 y S3) descrito en el apartado 
3.7.3. de material y métodos. 
 
La Tabla 15 presenta el número de microbrotes y la evolución semanal del porcentaje de 
supervivencia a lo largo del periodo de aclimatización (8 semanas). La Figura 16 
muestra la evolución gráfica de la supervivencia del material vegetal a lo largo del 
tiempo. Los resultados indican que la supervivencia se mantuvo al 100% durante las 
primeras 6 semanas. A partir de esta semana la supervivencia comenzó a descender 
hasta alcanzar el  68%, de media, en la 8ª semana. Este descenso es variable según 
tratamiento, siendo más acusado en el tratamiento S3-G (33%) y mucho menor para S2-
P y S2-G (80% y 93% respectivamente) al final del ensayo. 
 
El comienzo de este descenso coincidió con regímenes térmicos de más de 30ºC (Figura 
15) alcanzados al mediodía solar al final de la 6ª semana aunque también pudo 
agravarse debido a la acción de las larvas y adultos de Bradysia spp., plaga que se 
detectó a partir de la 3ª semana. 
 
 
TABLA 15. Porcentaje de supervivencia y enraizamiento de Gentiana lutea p. en la fase de 
aclimatización. 
 
G: Grande (> 25 mm), P: Pequeña (< 25 mm), S2: Turba encalada al 100%, S3: Turba encalada y tierra natural del hábitat de la 
genciana en proporción 3:1 (v/v). 
 
 
 
Tratamiento
Semana 1 
(%)
Semana 2 
(%)
Semana 3 
(%)
Semana 4 
(%)
Semana 5 
(%)
Semana 6 
(%)
Semana 7 
(%)
Semana 8 
(%)
Enraizamiento 
(%)
S2-G 100 100 100 100 100 100 100 93 0
S2-P 100 100 100 100 100 100 93 80 20
S3-G 100 100 100 100 100 100 60 33 20
S3-P 100 100 100 100 100 100 87 73 40
MEDIA S2 100 100 100 100 100 100 96,5 86,5 10
MEDIA S3 100 100 100 100 100 100 73,5 53 30
MEDIA G 100 100 100 100 100 100 80 63 10
MEDIA P 100 100 100 100 100 100 90 76,5 30
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FIGURA 16: Supervivencia de Gentiana lutea, L. durante la Fase IV de aclimatización. 
 
 
 
En general se observa que la supervivencia a partir de la sexta semana es mayor para los 
microbrotes de tamaño pequeño (76,5% a la octava semana) que para los de tamaño 
grande (63% en la octava semana). Asimismo se observa una supervivencia mucho 
mayor para el sustrato S2 (86,5% en la 8 semana) que para el sustrato S3 (53% en la 
octava semana). De lo anterior se deduce que es mejor utilizar microbrotes menores de 
25 mm, posiblemente debido a la menor pérdida de agua  y por tanto menor déficit 
hídrico del material vegetal, y que la presencia de tierra  procedente del hábitat natural 
de la genciana en la formulación del sustrato a base de turba empeora la supervivencia 
en relación a la turba comercial. Este hecho podría ser debido a un aumento en la 
retención de agua en el sustrato asociado al menor tamaño de las partículas de la tierra 
natural, que habrían disminuido de forma notoria la capacidad de aireación del sustrato 
y por tanto limitado la actividad respiratoria radicular, aspecto fundamental para el 
enraizamiento in vivo.  
 
Estos resultados sólo hacen referencia a la supervivencia al final del ensayo de 
aclimatización e indica el material vegetal vivo sin tener en cuenta si sólo tiene la parte 
aérea (microbrote sin enraizar) o si ha enraizado in vivo (microplanta entera) que es el 
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objetivo final de la aclimatación. La columna de enraizamiento en la Tabla 15 muestra 
los porcentajes de microbrotes enraizados según tratamiento, que dan una información 
muy valiosa desde el punto de vista aplicado. El material vegetal que presentaba mayor 
supervivencia a la octava semana (S2 G) no posee ningún microbrote enraizado 
mientras que el tratamiento S3 P que presentaba una mayor mortandad tiene un 40% de 
material enraizado. Los otros dos tratamientos, que presentaban una supervivencia muy 
dispar, tienen un mismo valor de enraizamiento (20%). De hecho, el éxito de la 
aclimatación es función de este porcentaje final y, teniendo en cuenta las medias por 
tamaño de microbrote y por tipo de substrato, se deduce que los microbrotes pequeños 
sobreviven y enraízan más que los grandes y los aclimatados en la mezcla de tierra 
natural y turba, aun sobreviviendo menos que los cultivados en turba, presentan un 
enraizamiento mucho mayor (30%) que sin ella (10%). Esta aparente disparidad en el 
efecto de la tierra natural de genciana en el substrato se puede justificar teniendo en 
cuenta que  este componente del hábitat natural contiene micorrizas que, entre otros 
efectos, mejora el enraizamiento de las plantas (Železnik et al., 2002) aunque 
previamente ha limitado la disponibilidad de aire en el sustrato reduciendo su 
supervivencia.  
 
Hay que tener en cuenta este ensayo de aclimatización ha tenido una duración de 8 
semanas y, a diferencia de lo ocurrido en los anteriores ensayos, la supervivencia a los 
dos meses ha sido muy alta. En este caso aunque se detectó la presencia de la plaga a la 
que atribuíamos la mortalidad general del material, nos ha permitido mantener una 
mayor supervivencia pero con enraizamientos variables según tratamiento, como ya se 
ha descrito anteriormente. Trabajos posteriores deberían poder dilucidar si el 
alargamiento del tiempo de aclimatación cuando la supervivencia es alta permitiría 
aumentar el grado de enraizamiento y, por tanto, el éxito de la aclimatación.  
 
En cualquier caso hay que considerar que aún en la mejor combinación (S3 P) el 
porcentaje de enraizamiento (40%) es muy bajo desde la óptica de multiplicación 
comercial. 
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4.3.3. Crecimiento de los microbrotes aclimatados 
 
 
El tratamiento S2-G presenta los mayores valores en cuanto a los distintos parámetros 
de crecimiento de la parte aérea (número de hojas totales y nuevas,  altura máxima, peso 
fresco y seco de la parte aérea). Sin embargo, al no haber enraizado presenta valores 
nulos para los parámetros radiculares (número, longitud media y pesos secos y frescos 
de las raíces). En contraposición, cuando el mismo tipo de microbrote (G) se aclimata 
en el sustrato S3  se observa una disminución de los valores en la mayor parte de los 
parámetros de crecimiento aéreo (número de hojas totales, altura máxima y peso fresco 
y seco) y en este tratamiento ya se detecta formación de raíces, que han permitido 
alcanzar el 20% de enraizamiento, ya comentado en el apartado anterior (4.3.2). En 
relación con la potenciación del enraizamiento destaca el tratamiento S3-P que, 
presentando valores medios para los parámetros aéreos, muestra los valores mayores 
tanto para el número de raíces y peso seco y fresco de raíz. Esta respuesta ha permitido 
que este tratamiento hay alcanzado el mayor porcentaje de enraizamiento (40%; 
apartado 4.3.2).  
El tratamiento S2-P presenta valores medios para el crecimiento aéreo y radicular,  
alcanzando un grado de enraizamiento igual al de S3-G (20%) sin mostrar una 
restricción tan acusada en el crecimiento aéreo. 
 
En este ensayo se puede destacar que los microbrotes grandes restringen muy 
fuertemente el crecimiento aéreo cuando se cultivan en el S3, aunque este sustrato 
permite un cierto grado de enraizamiento. Contrariamente, el crecimiento de la parte 
aérea de los microbrotes pequeños se ve muy poco afectado por el sustrato de 
aclimatación aunque incide muy favorablemente en el crecimiento radicular.  
 
Al analizar los anteriores resultados en relación con el efecto del factor medio de 
sustrato de enraizamiento y tamaño del microbrote, se observan claras diferencias. El 
sustrato de turba (S2) estimula el crecimiento aéreo (número de hojas total, altura 
máximo y peso fresco y seco) y restringe el radicular (número de raíces, longitud media 
y peso fresco y seco) promoviendo un enraizamiento del 10%. Contrariamente, al añadir 
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tierra de genciana a la turba (S3) se observa una reducción del crecimiento aéreo y un 
estimula en el desarrollo  radicular, permitiendo un enraizamiento del 30%. 
 
En cuanto al tamaño del microbrote se observa que los de menor tamaño favorecen 
claramente el desarrollo radicular (número, longitud y peso seco y fresco de raíces), 
permitiendo un enraizamiento del 30% mientras que los grandes estimulan el 
crecimiento aéreo y restringen el radicular alcanzando un enraizamiento del 10%. Estos 
resultados corroboran y refuerzan las hipótesis enunciadas anteriormente que indicaban 
que el sustrato que contenía tierra de genciana aún disminuyendo la supervivencia, por 
efecto de una posible hipoxia, favorece claramente el enraizado, respuesta posiblemente 
atribuible a la presencia de hongos micorrízicos. Desde la óptica aplicada, los resultados 
indican que es más aconsejable utilizar microbrotes pequeños dado que permiten un 
mayor desarrollo radicular y enraizamiento que los de mayor tamaño. 
 
La Tabla 16 nos muestra el número de microbrotes sobre los que se realizan las 
mediciones (Na) respecto de los números de microbrotes totales (Nr) y en la Tabla 17 
quedan reflejados las medias y promedios de todos los parámetros medidos 
(supervivencia y enraizamiento en tanto por ciento, número de hojas nuevas, hojas 
totales y raíces, altura máxima y longitud media de raíces en milímetros y peso fresco y 
seco de la parte aérea y subterránea de las microplantas en miligramos). 
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TABLA 16. Número de microplantas sobre las que se estudian los parámetros de crecimiento de 
Gentiana lutea, L. en la fase de aclimatización. 
 
Tto: tratamiento, G: Grande, P: Pequeña, S2: Turba encalada al 100%, S3: Turba encalada y tierra natural del hábitat de la genciana 
en proporción 3:1 (v/v), PA: parte aérea, PS: parte subterránea, S: Supervivencia, E: enraizamiento, NHT: número de hojas totales, 
NH: número de hojas nuevas, AM: altura máxima, NR: número de raíces, LMR: longitud media raíz, PFA: peso fresco parte aérea, 
PSA: peso seco parte aérea, PFS: peso fresco parte subterránea, PSS: peso seco parte subterránea, Nr: número de microbrotes 
totales, Na: número de microbrotes sobre los que se estudian dichos parámetros. 
 
 
 
 
 
TABLA 17. Parámetros de crecimiento de Gentiana lutea p. en la fase de aclimatización en E3. 
 
Tto: Tratamiento, G: Grande, P: Pequeña, S2: Turba encalada al 100%, S3: Turba encalada y tierra natural del hábitat de la 
genciana en proporción 3:1 (v/v), S: Supervivencia, E: enraizamiento, NHT: número de hojas totales, NH: número de hojas nuevas, 
AM: altura máxima, NR: número de raíces, LMR: longitud media raíz, PFA: peso fresco parte aérea, PSA: peso seco parte aérea, 
PFS: peso fresco parte subterránea, PSS: peso seco parte subterránea. Valores seguidos con la misma letra no son significativamente 
diferentes p < 0,05. Test de Tukey´s Studentized Range (HSD). 
 
 
 
Las letras mayúsculas indican la separación de medias total para el efecto medio de enraizamiento o tamaño de microbrote, las letras 
minúsculas indican la separación de medias entre los 12 tratamientos. 
S2-G
S2-P
S3-G
S3-P
S2
S3
G
P
PA PS PA PS
Tto
S E NHT HN AM NR LMR PFA PSA PFS PSS
Na/Nr Na/Nr
23/30 9/30
3/30
Na/Nr
14/15
12/15
5/15
19/30
16/30
26/30
11/15
0/15
Na/Nr
14/15
12/15
9/30
3/30
6/15
3/15
3/15
23/30
5/15
11/15
26/30
16/30
19/30
14/15
12/15
5/15
11/15
26/30
16/30
19/30
23/30
26/30
16/30
19/30
23/30
Na/Nr
14/15
12/15
5/15
11/15
26/30
16/30
19/30
23/30
Na/Nr
14/15
12/15
5/15
11/15
26/30
16/30
19/30
23/30
Na/Nr
14/15
12/15
5/15
11/15
3/30
9/30
3/30
9/30
Na/Nr
0/15
3/15
3/15
6/15
3/30
9/30
3/30
9/30
Na/Nr
0/15
3/15
3/15
6/15
3/30
9/30
3/30
9/30
Na/Nr
0/15
3/15
3/15
6/15
3/30
9/30
3/30
9/30
Na/Nr
0/15
3/15
3/15
6/15
Tto
S2-G 93,33 b 0,00 a 9,20 b 1,53 a 44,60 b 0,00 a 0,00 a 254,93 b 58,60 b 0,00 a 0,00 a
S2-P 80,00 ab 20,00 a 7,20 ab 1,13 a 27,53 ab 0,27 a 4,63 a 130,00 a 31,67 a 5,53 a 1,40 a
S3-G 33,33 a 20,00 a 3,80 a 1,33 a 16,20 a 0,87 a 5,23 a 96,47 a 21,07 a 8,20 a 1,60 a
S3-P 73,33 ab 40,00 a 7,27 ab 1,20 a 24,93 a 1,00 a 11,25 a 115,80 a 27,93 a 11,53 a 3,07 a
S2 86,67 B 10,00 A 8,20 B 1,33 A 36,07 B 0,13 A 2,32 A 192,47 B 45,13 B 2,77 A 0,70 A
S3 53,33 A 30,00 A 5,53 A 1,27 A 20,57 A 0,93 B 8,24 A 106,13 A 24,50 A 9,87 A 2,33 A
G 63,33 A 10,00 A 6,50 A 1,43 A 30,40 A 0,43 A 2,62 A 175,70 A 39,83 A 4,10 A 0,80 A
P 76,67 A 30,00 A 7,23 A 1,17 A 26,23 A 0,63 A 7,94 A 122,90 A 29,80 A 8,53 A 2,23 A
NR (N)S (%) E (%) NHT (N) HN (N)
AM 
(mm)
LMR 
(mm)
PFA 
(mg)
PSA 
(mg)
PFS 
(mg)
PSS 
(mg)
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4.4. Efecto del medio de cultivo en el enraizamiento in vitro y su  
posterior aclimatización en túnel bajo invernadero (E4) 
 
 
En este ensayo se pretendió determinar el efecto del medio de cultivo en la formación 
de raíces in vitro, así como la supervivencia dicho material vegetal durante la fase de 
aclimatización y la obtención de microplantas enraizadas al finalizar esta fase. 
 
La humedad relativa registrada durante el ensayo osciló entre el 76% y el 85% y las 
temperaturas se situaron entre los 16 y 28ºC durante las 4 semanas que estuvieron en 
invernadero. 
 
 
4.4.1. Contaminaciones microbianas y plagas 
 
 
No se observaron contaminaciones de ningún tipo durante el desarrollo del ensayo. 
 
Aunque el material vegetal correspondiente a este ensayo se aclimató a la vez que los 
microbrotes desarrollados en el ensayo anterior  (E3) y en un mismo microtúnel, no se 
observó la existencia de larvas de Bradysia spp. que si que se detectaron, a partir de la 
semana tercera, en el substrato donde se desarrolló el material del ensayo E3. 
 
 
4.4.2. Tasa de enraizamiento in vitro y ex vitro (aclimatización) 
 
 
En la Tabla 18 queda reflejado que el medio de cultivo in vitro con ácido 
naftalenacético ofrece mejores resultados de enraizamiento (84,62%) frente al medio 
adicionado con ácido indolbutírico (53,85%). 
 
En cuanto a la supervivencia ex vitro (pasadas las 4 semanas de aclimatización) apenas 
existen diferencias entre el material vegetal de ambos tratamientos, llegando al 100% en 
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M2B10I (ligeramente superior) y 90,91 % en M2B10N. Sin embargo, a la hora de 
enraizar se obtienen mejores resultados con los microbrotes procedentes de los medios 
de enraizamiento in vitro  adicionados con IBA (57,14 %) frente a los obtenidos con 
NAA (30 %). 
 
Estos resultados nos dan una información muy valiosa desde el punto de vista aplicado. 
El material vegetal que presentaba mayor supervivencia in vitro acaba enraizando, al 
final de la aclimatización, solamente el 30 % del material superviviente, mientras que el 
que presentaba menor supervivencia in vitro acaba mostrando una supervivencia del 
100 % y un enraizamiento del 57,14 %. 
 
La evolución de la supervivencia de los microbrotes durante su aclimatización está 
cuantificada en la Tabla 19, en ella no se observa ninguna pérdida de material vegetal 
procedente del medio de cultivo formulado con IBA (M2B10I) mientras que se detectó 
un ligero descenso a partir de la tercera semana en el material vegetal procedente del 
tratamiento que contenía como hormona de enraizamiento NAA (M2B10N).  
  
Posiblemente el efecto de un menor enraizamiento con NAA pueda ser atribuido a que 
este regulador del crecimiento es más persistente que el IBA, permanece en el tejido y 
podría bloquear el posterior desarrollo de los meristemos radiculares (De Klerk et al., 
1999; Nanda et al., 2004; Ali et al., 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN Cultivo in vitro de Gentiana lutea, L.: Fases de enraizamiento y aclimatización 
72 
 
TABLA 18. Supervivencia y enraizamiento in vitro y ex vitro de Gentiana lutea p. en la fase III de 
enraizamiento y IV de aclimatización. 
 
M2B10N: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 10µM de NAA, M2B10I: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 10µM de IBA, 
Ni: número de microbrotes introducidos, Nsiv: número de supervivientes in vitro, Neiv: número de enraizamientos in vitro, Nsev: 
número de supervivientes ex vitro, Neev: número de enraizamientos ex vitro. 
 
 
Medio de 
cultivo 
Microbrotes 
enraizados in vitro 
Supervivencia ex 
vitro(4ª semana) 
Microbrotes 
enraizados ex vitro 
Neiv/Nsiv % Nsev/Neiv % Neev/Nsev % 
M2B10I 7/13 53,85 7/7 100,00 4/7 57,14 
M2B10N 11/13 84,62 10/11 90,91 3/10 30,00 
 
 
 
TABLA 19. Porcentaje de supervivencia de Gentiana lutea p. en la fase IV de aclimatización. 
 
M2B10N: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 10µM de NAA, M2B10I: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 10µM de IBA. 
 
 
 Sem 1      
% 
Sem 2      
% 
Sem 3      
% 
Sem 4      
% 
M2B10N 100 100 91 91 
M2B10I 100 100 100 100 
 
 
4.5. Efecto del medio de cultivo en el enraizamiento in vitro y su  
posterior aclimatización en túnel bajo invernadero (E5) 
 
 
Se pretendió determinar el efecto del medio de enraizamiento en la formación de raíces 
in vitro, así como la supervivencia del material vegetal resultante durante la fase de 
aclimatización (6 semanas) y la obtención de microplantas enraizadas al finalizar esta 
fase. 
 
Las condiciones ambientales registradas en la cámara de cultivo corresponden a una  
humedad relativa comprendida entre el 78% y el 84% y a unas temperaturas situadas 
entre 15 y 32ºC durante las 6 semanas que estuvieron en invernadero. 
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Excepcionalmente,  y tan sólo en una ocasión, se alcanzaron los 35ºC en la quinta 
semana a las 2 p.m.  
 
4.5.1. Contaminaciones microbianas y plagas en E5 
 
La contaminación microbiana de origen exógeno en este ensayo fue totalmente nula. 
 
Al igual que en E1 y E3 se observó la existencia de larvas y adultos de Bradysia spp. a 
partir de la segunda semana. Se intentó mantenerla bajo control mediante la adición al 
substrato de enraizamiento de Clorpirifos 5% GR. 
 
 
4.5.2. Tasa de enraizamiento in vitro en E5 
 
 
La Tabla 20 nos muestra que la supervivencia in vitro de los microbrotes es del 100 % 
al finalizar el ensayo en todos los tratamientos.  
 
En cuanto al enraizamiento in vitro se observa que los tratamiento que han obtenido 
mejores resultados son los medios formulados con M2B10I y el M2B10N, que han 
generado unos porcentajes de enraizamiento del 98 % y 90 % respectivamente. Estos 
porcentajes de enraizamiento son significativamente más elevados que los obtenidos 
con el tratamiento M2B5N cuyo porcentaje de enraizamiento fue bastante más bajo 
(74%). 
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TABLA 20. Supervivencia y enraizamiento in vitro de Gentiana lutea  p. en la fase III.b de 
enraizamiento. 
 
M2B10N: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 10µM de NAA, M2B10I: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 10µM de IBA, 
M2B5N: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 5µM de NAA, Ni: número de microbrotes introducidos, Ns: número de 
supervivientes in vitro, Ne: número de enraizamientos in vitro. Valores seguidos con la misma letra no son significativamente 
diferentes p < 0,05. Test de Tukey´s Studentized Range (HSD). 
 
 
 Enraizamiento 
 Ne/Ns % 
M2B5N 37/50 74 a 
M2B10N 45/50 90 b 
M2B10I 49/50 98 b 
 
 
4.5.3. Tasa de supervivencia y de enraizamiento ex vitro en E5 
 
 
El análisis de la evolución de la supervivencia del material vegetal correspondiente a 
este ensayo (Tablas 21 y 22 y Figura 17)  nos indica que a partir de la segunda semana 
de aclimatización se observa una importante disminución del número de microbrotes 
vivos, aunque esta disminución es mucho menor en los microbrotes procedentes del 
medio que contenía IBA (12%) y  muy drástica en el material procedente de medios que 
contenían NAA,  ya que el porcentaje de mortandad del material  cultivado en el medio 
M2B5N fue del 74 % y del 96% en el caso del tratamiento M2B10N.  
 
Una de las posibles causas que ha provocado probablemente una mayor tasa de 
mortandad en la fase de aclimatización en relación a ensayos anteriores (E3 y E4) ha 
sido que, en esta ocasión, las temperaturas registradas durante el ensayo fueron mucho 
más elevadas que las alcanzadas en los ensayos anteriores. Estas condiciones térmicas 
dificultan enormemente mantener humedades relativas cercanas al 100% por lo que el 
déficit de presión de vapor aumenta fuertemente y ocasiona la deshidratación rápida de 
las hojas que presentan muy baja epidermización y cutinización y regulación estomática 
muy deficiente. 
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En general, para conseguir unos porcentajes de supervivencia elevados es conveniente 
aclimatar a temperaturas más bajas (Chacum et al., 2010). Frecuentemente elevadas 
mortalidades son observadas en el material trasplantado a condiciones de ex vitro 
debido a que los microbrotes no presentan estomas funcionales y bajo desarrollo 
cuticular (Mathur et al., 2008).  Nuestros resultados sugieren que los microbrotes 
inducidos con IBA durante la fase de enraizamiento ex vitro sufren en mucha menor 
intensidad este efecto térmico. 
 
En este ensayo los porcentajes de enraizamiento han sido mucho menores (del 0 al 8% 
según tratamiento) que los observados en los ensayos E3 y E4, aunque el valor mayor 
corresponde con el material procedente del medio de enraizamiento que ha favorecido 
más la supervivencia (M2B10I).  
 
 
TABLA 21. Evolución del número de microbrotes vivos y enraizados durante la fase de aclimatización de 
material  vegetal procedente de cultivo in vitro. 
 
 
M2B10N: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 10µM de NAA, M2B10I: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 10µM de IBA, 
M2B5N: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 5µM de NAA, Ns: número de supervivientes, Ni: número de  microbrotes 
introducidos, Ne: número de enraizamientos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Medio de 
enraizamiento 
de procedencia
Ni
Semana 1 
Ns/Ni
Semana 2 
Ns/Ni
Semana 3 
Ns/Ni
Semana 4 
Ns/Ni
Semana 5 
Ns/Ni
Semana 6 
Ns/Ni
Enraizamiento 
Ne/Ni
M2B10A 50 38/50 2/50 2/50 2/50 2/50 1/50 1/50
M2B10I 50 49/50 44/50 44/50 44/50 44/50 39/50 4/50
M2B5A 50 46/50 13/50 13/50 13/50 13/50 10/50 0/50
TOTAL 150 133/150 59/150 59/150 59/150 59/150 50/150 5/150
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TABLA 22. Porcentaje de supervivencia y enraizamiento de Gentiana lutea p. en la fase de 
aclimatización. 
 
M2B10N: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 10µM de NAA, M2B10I: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 10µM de IBA, 
M2B5N: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 5µM de NAA, Ni: número de  microbrotes introducidos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 17: Supervivencia de Gentiana lutea, L.. durante la Fase IV de aclimatización. 
 
 
 
 
 
 
 
Medio de 
enraizamiento 
de procedencia
Ni
Semana 1 
%
Semana 2 
%
Semana 3 
%
Semana 4 
%
Semana 5 
%
Semana 6 
%
Enraizamiento 
%
M2B10A 50 76 4 4 4 4 2 2
M2B10I 50 98 88 88 88 88 78 8
M2B5A 50 92 26 26 26 26 20 0
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4.5.4. Crecimiento de los microbrotes en E5 
 
El crecimiento de los microbrotes al final de la fase de aclimatización se ve influenciado 
por el medio de enraizamiento, observándose que los microbrotes del M2B10I 
presentan un mayor desarrollo de los parámetros métricos  (número de hojas totales, 
nuevas y altura máxima) y ponderales (peso seco y fresco) de la parte aérea y una mayor 
longitud media de raíces que los visualizados en los otros dos tratamientos. Estos 
resultados deben interpretarse con cierto sigilo, dado que el mayor crecimiento asociado 
a este medio de enraizamiento viene condicionado por el número de microbrotes 
supervivientes al final del ensayo. Por tanto, seguramente no debe deducirse que el 
medio con IBA favorece el crecimiento de los microbrotes sino que favorece la 
supervivencia y por tanto el tamaño medio de los microbrotes se ve condicionado por el 
número de microbrotes vivos al final del ensayo (Tablas 23 y 24). 
 
TABLA 23. Número de microplantas sobre las que se estudian los parámetros de crecimiento de 
Gentiana lutea, L. en la fase de aclimatización. 
 
Tto: tratamiento, PA: parte aérea, PS: parte subterránea, M2B10N: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 10µM de NAA, 
M2B10I: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 10µM de IBA, M2B5N: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 5µM de NAA, S: 
Supervivencia, E: enraizamiento, NHT: número de hojas totales, NH: número de hojas nuevas, AM: altura máxima, NR: número de 
raíces, LMR: longitud media raíz, PFA: peso fresco parte aérea, PSA: peso seco parte aérea, PFS: peso fresco parte subterránea, 
PSS: peso seco parte subterránea, Nr: número de microbrotes totales, Na: número de microbrotes sobre los que se estudian dichos 
parámetros. 
 
 
 
 
 
 
S E NHT HN AM NR LMR PFA PSA PFS PSS
Na/Nr Na/Nr Na/Nr Na/Nr Na/Nr Na/Nr Na/Nr Na/Nr Na/Nr Na/Nr Na/Nr
M2B10A
1/50 1/50 1/50 1/50 1/50 1/50 1/50 1/50 1/50 1/50 1/50
M2B10I
39/50 4/50 39/50 39/50 39/50 4/50 4/50 39/50 39/50 4/50 4/50
M2B5A
10/50 0/50 10/50 10/50 10/50 0/50 0/50 10/50 10/50 0/50 0/50
TOTAL
50/150 5/50 50/150 50/150 50/150 5/50 5/50 50/150 50/150 5/50 5/50
Tto
PA PS PA PS
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TABLA 24. Parámetros de crecimiento de Gentiana lutea, L. en la fase de aclimatización. 
 
 
PA: parte aérea, PS: parte subterránea, M2B10N: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 10µM de NAA, M2B10I: medio de 
cultivo base + 2µM de BAP+ 10µM de IBA, M2B5N: medio de cultivo base + 2µM de BAP+ 5µM de NAA, S: Supervivencia, E: 
enraizamiento, NHT: número de hojas totales, NH: número de hojas nuevas, AM: altura máxima, NR: número de raíces, LMR: 
longitud media raíz, PFA: peso fresco parte aérea, PSA: peso seco parte aérea, PFS: peso fresco parte subterránea, PSS: peso seco 
parte subterránea. Valores seguidos con la misma letra no son significativamente diferentes p < 0,05. Test de Tukey´s Studentized 
Range (HSD). 
 
 
 
 
S (%) E (%) NHT (N) HN (N) AM (mm) NR (N) LMR (mm) PFA (mg) PSA (mg) PFS (mg) PSS (mg)
M2B10A 2,00 a 2,00 a 0,22 a 0,04 a 1,02 a 0,02 a 0,46 a 4,70 a 1,27 a 0,50 a 0,17 a
M2B10I 78,00 b 8,00 a 7,20 b 1,08 b 41,82 b 0,14 a 5,38 b 254,66 b 56,10 b 4,07 a 1,87 a
M2B5A 20,00 a 0,00 a 1,44 a 0,42 a 9,80 a 0,00 a 0,00 a 39,83 a 10,14 a 0,00 a 0,00 a
PA PS PA PS
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5. CONCLUSIONES 
 
 
De los resultados obtenidos en el presente Trabajo Final de Carrera, y bajo las 
condiciones experimentales establecidas en el mismo, se desprenden las siguientes 
conclusiones: 
 
Efectos del ácido indol-butírico (IBA) y del tamaño del microbrote en el 
enraizamiento in vitro y su posterior aclimatización en condiciones de invernadero 
 
La presencia de IBA en el medio de enraizamiento in vitro aumentó significativamente 
el porcentaje de enraizamiento de los microbrotes en relación al medio base (M0) sin 
auxina (9%), sin diferencias entre las dosis de 10, 20 y 40 µM (59%, 59% y 53% 
respectivamente). Contrariamente, el tamaño de los microbrotes (grande, mediano y 
pequeño) no tuvo efecto sobre el porcentaje de enraizamiento.  
 
Durante su proceso de aclimatización bajo túnel de plástico en invernadero, el material 
vegetal mostró elevada supervivencia hasta la 5ª semana (≥ 90%) pero, a partir de 
entonces, se produjo una gran mortalidad (99% a la 7ª semana), atribuible a una plaga 
de Bradysia sp. 
 
Efectos del ácido indol-butírico (IBA) en el enraizamiento in vitro y la posterior 
aclimatización en cámara de cultivo  
 
El porcentaje de enraizamiento de los microbrotes aumentó con la concentración de IBA 
(0% sin auxina, 24% con 10 µM, 43% 20 µM y 67% 40 µM). El tratamiento sin IBA 
mostró un enraizamiento significativamente inferior a los demás, sin detectar 
diferencias con 10 y 20 µM, pero si con 40 µM. 
 
Durante el proceso de aclimatización usando contenedores de PVC transparentes, el 
material vegetal mostró elevada supervivencia hasta la 2ª semana (≥ 90%) pero, a partir 
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de entonces, se produjo una gran mortalidad, derivada en este caso de una 
deshidratación progresiva de la parte aérea, que alcanzó el 100% a la 7ª semana. 
 
Efectos del tipo de substrato y del tamaño de los microbrotes en la aclimatización 
directa con tratamiento rizogénico basal 
 
Hasta la sexta semana la supervivencia fue total, pero disminuyó a partir de este 
momento. La supervivencia final de los microbrotes grandes aclimatados con el 
substrato  de turba (93%) fue significativamente mayor  que con el mismo tipo de 
microbrote pero con el substrato de turba y tierra natural del hábitat de la genciana 
(33%), mientras que los otros dos tratamientos (S3-P, 73%; y S2-P, 80%) se 
comportaron de forma homogénea y sin diferencias respecto a los dos anteriores. 
  
El enraizamiento final de los microbrotes pequeños (30%) fue significativamente mayor 
que el de los grandes (10%). 
 
El substrato que contenía tierra natural de genciana posibilitó un enraizamiento final 
superior (30%) al observado con turba sola (10%). 
 
Los microbotes aclimatados sólo en turba presentaron un aumento significativo del nº 
de hojas totales, altura máxima y los pesos fresco y seco aéreos respecto al que contenía 
tierra de genciana, mientras que este sustrato aumentó significativamente el nº de raíces, 
sin afectar a los restantes parámetros analizados. Contrariamente, el tamaño del 
microbrote (grande o pequeño) no afectó de forma significativa ninguno de los 
parámetros analizados. 
 
Efectos del ácido indol-butírico (IBA) y del àcido nafatlen-acético (NAA) en el 
enraizamiento in vitro y su posterior aclimatización en invernadero  
 
A igualdad de dosis (10 µM) la capacidad rizogénica in vitro del NAA (85 %) fue 
superior a la obtenida con IBA (54 %). No obstante, tras un periodo de aclimatización 
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de 4 semanas el enraizamiento ex vitro y la supervivencia fueron superiores en los 
microbotes procedentes de IBA (57 % y 100%) que en los de NAA (30 % y 91). 
 
La presencia de 5 µM de NAA disminuyó significativamente el enraizamiento in vitro 
(74 %) respecto al tratamiento de NAA e IBA a 10 µM, obteniéndose con este último el 
valor máximo (98%). 
 
Durante la aclimatización, el material mostró una dinámica de supervivencia muy 
variable, disminuyendo muy intensamente en el procedente de NAA (≤ 20%), mientras 
que el de IBA mantuvo una elevada supervivencia hasta el final del ensayo (78%).  
 
No obstante, el porcentaje de enraizamiento al final de la aclimatización fue muy bajo y 
estadísticamente homogénea para todos los tratamientos (< 8%). 
 
Los microbrotes procedentes del tratamiento con IBA presentaron unos parámetros de 
crecimiento final de la parte aérea y la longitud media de las raíces significativamente  
superiores a los de los otros tratamientos. 
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